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c a s e s ,  R N A ,  a n d  i n  o t h e r s ,  D N A . In  e v e r y  c a s e ,  t h i s  n u c l e i c  a c i d  
i s  e n c l o s e d  b y  a  p r o t e i n  s h e l l .
1. 2 . V i r a l  S t r u c t u r e
V i r u s e s  v a r y  in  c o m p l e x i t y  f r o m  i n f e c t i v e  p a r t i c l e s  (v i r i r /n^ ) 
c o n s i s t i n g  o n ly  of  n u c l e i c  a c i d  c o n t a i n e d  in  a  p r o t e i n  s h e l l  (c a p s i d ) to  
s t r u c t u r e s  i n  w h i c h  f u r t h e r  c h e m i c a l ,  m o r p h o l o g i c a l  a n d  a n t i g e n i c  
c o m p o n e n t s  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d .  T h u s  th e  n u c l e i c  a c i d - p r o t e i n  
c o m p l e x ,  th e  v i r a l  n u c l e o c a p s i d  , m a y  b e  n a k e d  o r  e n c l o s e d  in  an  o u t e r  
e n v e l o p e .
1 . 3 .  V i r a l  N u c l e i c  A c i d
W h e t h e r  DNA o r  R N A ,  t h e  n u c l e i c  a c i d  of  a l l  v i r u s e s  
c o n t a i n s  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  n e c e s s a r y  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  c o m p l e t e  
v i r u s  p a r t i c l e s  in  i n f e c t e d  h o s t  c e l l s .  S o m e  p a r t i c l e s ,  f o r  i n s t a n c e .
2.
c a n  b e  s t r i p p e d  of t h e i r  p r o t e i n  c o a t s  y e t  s t i l l  r e m a i n  i n f e c t i v e ,
a l t h o u g h  w i t h  r e d u c e d  v i r u l e n c e ^ e .  g. p o l i o - v i r u s ,  t o b a c c o  m o s a i c
v i r u s .  T h e  a m o u n t  of i n f o r m a t i o n  c a r r i e d  b y  t h e  n u c l e i c  a c i d  i s
p r o b a b l y  r e l a t e d  t o  i t s  s i z e .
V i r a l  R N A  m a y  b e  s i n g l e - s t r a n d e d ,  of m o l e c u l a r  w e i g h t
a r o u n d  1 - 2 x  10^ d a l t o n s ,  a s  in  th e  b a c t e r i o p h a g e s  f2 , M S 2 a n d
R 1 7 ,  t h e  p l a n t  v i r u s e s ,  t o b a c c o  m o s a i c  v i r u s  a n d  t u r n i p  y e l l o w
m o s a i c  v i r u s ,  a n d  t h e  a n i m a l  v i r u s e s ,  p o l io ,  e n c e p h a l o m y o c a r d i t i s
6a n d  i n f l u e n z a ;  o r  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  a r o u n d  1 0 x 10 d a l t o n s ,  a s
in  t h e  l e u k o s i s  a n d  m u r i n e  l e u k e m i a  v i r u s e s  ; o r ,  a g a i n ,  i t  m a y  b e
6d o u b l e “ s t r a n d e d  of  m o l e c u l a r  w e i g h t  a b o u t  2 x  10 d a l t o n s ,  a s  i n  
r e o v i r u s .
S in g le  “ S t r a n d e d  D N A  e x i s t s  in  v i r u s e s ,  s u c h  a s  b a c t e r i o p h a g e s  
Ç) X 174, S I 3, a n d  a n i m a l  v i r u s e s ,  K i l h a m  r a t  v i r u s  a n d  m o u s e  
m i n u t e  v i r u s  w h e r e  i t  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  of  a r o u n d  1 . 7  - 1. 8 x  10^ 
d a l t o n s .  H o w e v e r ,  d o u b l e  - s t r a n d e d  DN A i s  m u c h  m o r e  c o m m o n ,  
r a n g i n g  in  m o l e c u l a r  w e i g h t  f r o m  3 to  200 x  10^ d a l t o n s .  A m o n g  
t h e  s m a l l  v i r u s e s  w h i c h  c o n t a i n  d o u b l e - s t r a n d e d  DNA t h e r e  a r e  
s e v e r a l  w h o s e  g e n o m e  e x i s t s  a s  a  c o v a l e n t l y - c l o s e d  c i r c l e ,  o f t e n  
w i t h  e x t e n s i v e  " s u p e r c o i l i n g ” (e.  g. p o l y o m a  v i r u s ,  t h e  p a p o v a  v i r u s  
SV40 a n d  t h e  p a p i l l o m a  v i r u s e s ,  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 - 5. 3 x  10^ 
d a l t o n s ) .  So f a r  a s  i s  k n o w n  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  DNA i n  v i r u s e s  of
3.
i n t e r m e d i a t e  s i z e  ( the  b a c t e r i o p h a g e s  T3 ,  a n d  t h e  h u m a n
a d e n o v i r u s e s ) ,  a n d  of l a r g e  s i z e  ( the  E s c h e r i c h i a c o l i  T - e v e n  p h a g e s ,  
B a c i l l u s  s u b t i l i s  p h a g e  S P 8 , t h e  h e r p e s v i r u s e s ,  t h e  p o x v i r u s e s  a n d  
s e v e r a l  i n s e c t  v i r u s e s )  i s  p r e s e n t  a s  a  l i n e a r  d o u b l e  h e l i x .
1 . 4 .  V i r a l  C a p s i d
T h e  c a p s i d  i s  c o m p o s e d  of a p p a r e n t l y  i d e n t i c a l  p r o t e i n  
s u b u n i t s  p a c k e d  in  a  r e g u l a r  f a s h i o n  a r o u n d  t h e  n u c l e i c  a c i d .  T h i s  
r e s u l t s  in  e i t h e r  r o d - s h a p e d  v i r u s e s  ( e . g .  t o b a c c o  m o s a i c  v i r u s )  w i t h  
h e l i c a l  s y m m e t r y ,  o r  i s o m e t r i c  o r  n e a r l y  s p h e r i c a l  v i r u s e s  w i t h  
i c o s a h e d r a l  s y m m e t r y  ( H o r n e  & W i ld y ,  1961;  C a s p e r  & K lu g ,  1 9 6 z ) . 
D i f f e r e n t  p l a n e s  of  s y m m e t r y  e x i s t  i n  t h e  l a t t e r  t y p e .  G r o u p s  of  
p r o t e i n  s u b u n i t s  m a y  c l u s t e r  t o g e t h e r  t o  f o r m  e l e c t r o n - m i c r o s c o p i c a l l y  
v i s i b l e  u n i t s .  S o m e  i s o m e t r i c  v i r u s e s ,  e.  g. r e o v i r u s ,  p o x v i r u s e s ,  
h e r p e s v i r u s e s  a n d  t u r n i p  c r i n k l e  v i r u s ,  h a v e  o u t e r  a n d  i n n e r  p r o t e i n  
c o a t s ,  b u t  t h i s  c a p s i d  t y p e  h a s  n o t  b e e n  d e t e c t e d  i n  th e  h e l i c a l  v i r u s e s .  
V i r a l  c o a t  p r o t e i n  m a y  h a v e  e n z y m i c  f u n c t i o n s  a s  i n  m y x o v i r u s e s ,  
r e o v i r u s  a n d  v a c c i n i a  v i r u s  ( H i r s t ,  1 943 ; S h a t  k i n  & S ipe ,  1968;
P o g o  & D a l e s ,  1969) .
1. 5. V i r a l  E n v e l o p e
T h e  c o a t  p r o t e i n  m a y  b e  s u r r o u n d e d  b y  a n  e n v e l o p e , w h i c h
i n  s o m e  c a s e s  i s  a n  e s s e n t i a l  p a r t  of  t h e  i n f e c t i v e  v i r u s ,  e . g .  in
i n f l u e n z a  v i r u s .  A l t h o u g h  t h e  m a i n  c o m p o n e n t s  of th e  o u t e r  e n v e l o p e  
a r e  c o n s i d e r e d  to  b e  of v i r a l  o r i g i n ,  n o r m a l  h o s t  c o m p o n e n t s  m a y
4.
a l s o  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  s t r u c t u r e  (W i ld y  & W a t s o n ,  1962) .
T h e  e n v e l o p e  m a y  t h e r e f o r e  c o n t a i n  l i p i d  a n d  c a r b o h y d r a t e  a s  w e l l  a s  
p r o t e i n .  S o m e  p r o t e i n s  o f  t h e  e n v e l o p e  a r e  v i r u s - c o d e d  a n d  t h e s e  
f r e q u e n t l y  f o r m  " s p i k e s ” , e.  g. in  i n f l u e n z a  v i r u s ,  w h o s e  " s p i k e s ” 
h a v e  n e u r a m i n i d a s e  o r  h a e m a g l u t i n i n  a c t i v i t y .  V i r a l  e n v e l o p e s  m a y  
e i t h e r  b e  in  c l o s e  a s s o c i a t i o n  w i t h  th e  n u c l e o c a p s i d  a s  i n  i n f l u e n z a
v i r u s e s ,  o r  i n  t h e  f o r m  o f  a  l o o s e  c o v e r  a s  in  t h e  h e r p e s v i r u s e s
( F i g u r e  I ) .
2 .  H E R P E S  S I M P L E X  V IR U S (HSV)
2 . 1 .  H e r p e s  V i r u s e s
H S V  i s  one  of  a  g r o u p  of h e r p e s v i r u s e s  w h i c h  i n c l u d e  
B v i r u s ,  m a r m o s e t  v i r u s ,  p s e u d o r a b i e s  v i r u s ,  a n d  e q u i n e ,  c a n i n e ,  
a v i a n ,  r a b b i t  a n d  f e l i n e  h e r p e s v i r u s e s .  V i r u s e s  w h i c h  m a y  b e l o n g  to  
t h e  s a m e  g r o u p  a r e  B u r k i t t ' s  h u m a n  l y m p h o m a  v i r u s  ( Y a m a g u c h i ,  
H i n u m a  & G r a c e ,  196 7), M a r e k ' s  d i s e a s e  v i r u s  ( E p s t e i n ,  A c h o n g  
C h u r c h i l l  & B i g g s ,  196 8 ) a n d  L u  e k e  t u m o u r  ( f r o g  a d e n o c a r  c e n o m a )  
v i r u s  ( S t a c k p o l e  & M i z e l l ,  1968 ).
2 . 2 .  H S V  S t r u c t u r e
H S V  h a s  b e e n  s h o w n ,  in  c o m m o n  w i t h  a l l  t h e  v i r u s e s  of 
t h i s  g r o u p ,  t o  c o n t a i n  D N A  ( E p s t e i n ,  1962) .  T h e  n u c l e i c  a c i d  f o r m s  
t h e  i n n e r  c o r e  of  t h e  v i r i o n ,  w h i c h  i s  p r o b a b l y  in  c l o s e  a s s o c i a t i o n
F i g u r e  1
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hcrpos virua.
(a) " fu ll"  onvulopod parliolu. N ote apikoa 
on outside of onvolopo ,
(b) " E m p ty ” onvolopod particles.
(c) "F u ll"  naked capsid. T his particle  
shows capsom eres from two sides of the  
particle  out of phase. T he th ree  boxed 
capsom eres are closer together th an  the 
capsom eres seen fu rth er to the  left and  
the  cen tral one of the  th ree  does not 
belong to the same geom etrical a rray  as 
th e  others, m ost probably  because it  
form s p a r t of the  o ther face of the  
particle .
(d) " E m p ty "  naked capsid ,
(e) " P a r t ly  em p ty "  naked capsid. The 
PTA  has penetra ted  betw een th e  core 
and the capsid. Ooinpare w ith the  sh rin k ­
age betw een capsid and core shown in
R eprin ted  from Watson and W ildy , Cold Spring  
Harbor Symp. Quant, B i o l . ,  27 ,  40 .
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w i t h  p r o t e i n .  S u r r o u n d i n g  t h i s  c o r e  t h e r e  i s  a  s e r i e s  of t h r e e  
c a p s i d s ;  t h e  i n n e r m o s t  i s  a n  e l e c t r o n  o p a q u e  s h e l l  w i t h  b e a d - l i k e  
p r o j e c t i o n s ;  t h e  m i d d l e  i s  a n  e l e c t r o n  t r a n s l u c e n t  s h e l l ;  a n d  t h e  
o u t e r m o s t  i s  a n  i c o s a h e d r a l  s t r u c t u r e  c o m p o s e d  of 162 c a p s o m e r e  
u n i t s  ( F i g .  1). E x t e r n a l  t o  t h e  c a p s o m e r e s  a r e ,  f i r s t ,  a n  i n n e r ,  
l i p i d - c o n t a i n i n g  e n v e l o p e ,  a n d ,  s e c o n d ,  a n  o u t e r  e n v e l o p e  w h i c h  i s  
p r o b a b l y  d e r i v e d  l a r g e l y  f r o m  t h e  i n n e r  l a m e l l a e  o f  t h e  n u c l e a r  
m e m b r a n e  of  t h e  h o s t  c e l l  ( M o r g a n ,  E l l i s o n ,  R o s e  & M o o r e ,  1954;
N i i ,  M o r g a n  & R o s e ,  1968) .
2.  3. H S V  R e p l i c a t i o n
R e p l i c a t i o n  of  H S V  t a k e s  p l a c e  i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  a s  f o u r  
d i s t i n c t  p h a s e s  - i n f e c t i o n , e c l i p s e , m a t u r a t i o n  a n d  r e l e a s e .
F r o m  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  
t h e  f iv e  s t e p s  i n v o l v e d  in  t h e  i n f e c t i o n  p h a s e  of  H S V  r e p l i c a t i o n  a r e :
(a) a t t a c h m e n t ;  (b) d i g e s t i o n  of t h e  v i r a l  e n v e l o p e ;  (c) d i g e s t i o n  of 
t h e  c e l l  w a l l ;  (d) p a s s a g e  of  t h e  c a p s i d  d i r e c t l y  i n to  t h e  c y t o p l a s m ;  
a n d  (e) d i g e s t i o n  o f  t h e  c a p s i d  w i t h  r e l e a s e  of  t h e  c o r e  ( M o r g a n ,  R o s e  
& M e d n i s ,  1 968) .  V i r a l  D N A  i s  p r o b a b l y  t r a n s p o r t e d  i n to  t h e  n u c l e u s  
o f  t h e  h o s t  c e l l  a t  t h i s  t i m e  ( R o i z m a n ,  196 9).
T h e  e c l i p s e  p h a s e  s p a n s  t h e  e v e n t s  o c c u r r i n g b e t w e e n  t h e  
d i s a p p e a r a n c e  of t h e  i n f e c t i n g  v i r u s  p a r t i c l e  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  of t h e
6 .
p r o g e n y  v i r u s .  I n  H E p - 2  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  HSV, t h e  l e n g t h  of 
t h e  e c l i p s e  p h a s e  i s  a f f e c t e d  b y  t e m p e r a t u r e ,  m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  
a n d  p r i o r  i n f e c t i o n  of t h e  c e l l s  w i t h  a n o t h e r  m u t a n t  ( K a p l a n  h  V a t t e r ,
1959 ;  R o i z m a n ,  1963) .
A l s o  d u r i n g  t h e  e c l i p s e  p h a s e  t h e r e  i s  a  g r a d u a l ,  i r r e v e r s i b l e  
i n h i b i t i o n  o f  s y n t h e s i s  of  h o s t  p r o t e i n ,  DN A a n d  R N A ,  t h e  r a t e  of  
i n h i b i t i o n  a c c e l e r a t i n g  a s  i n f e c t i o n  p r o g r e s s e s .  In  t h e  e a r l y  s t a g e s  
of  e c l i p s e ,  t h i s  r e d u c e d  m e t a b o l i s m  m a y  b e ,  a t  l e a s t  p a r t l y ,  c o u n t e r ­
b a l a n c e d  b y  t h e  s y n t h e s i s  of  n o n s t r u c t u r a l  a n d ,  l a t e r ,  s t r u c t u r a l  
c o m p o n e n t s  s p e c i f i e d  b y  t h e  v i r u s .
R o i z m a n  (1969)  s p e c u l a t e s  t h a t  w h e n  t h e  v i r a l  c o a t  p r o t e i n  
s y n t h e s i z e d  on  p o l y r i b o s o m e s  in  t h e  c y t o p l a s m  h a s  m i g r a t e d  t o  t h e  
n u c l e u s ,  a  D N A - p r o t e i n  c o r e  i s  f i r s t  a s s e m b l e d  a n d  t h e  f i n a l  a s s e m b l y  
o f  t h e  c a p s i d  i s  t h e n  i n i t i a t e d  a t  s o m e  p o i n t  on  t h i s  c o r e .  T h i s  p h a s e ,  
m a t u r a t i o n , i s  f o l l o w e d  b y  t h e  l a s t  p h a s e ,  r e l e a s e  o f  v i r u s .
T h e  n u c l e o c a p s i d  of  t h e  p r o g e n y  v i r u s  i s  n o w  e n v e l o p e d  b y  th e  
i n n e r  l a m e l l a e  o f  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  a s  i t  e x i t s  f r o m  t h e  n u c l e u s  
( M o r g a n ,  E l l i s o n ,  R o s e  & M o o r e ,  1954;  S t o k e r  & R o s s ,  1958;
M o r g a n ,  R o s e ,  H o l d e n  & J o n e s ,  1959;  S i e g e r t  &: E a l k e ,  1966;
S p r i n g  & R o i z m a n ,  1 968) .  E n v e l o p e d  v i r i o n s  a r e  e i t h e r  c o n t a i n e d  in  
a  v a c u o l e  a n d  a r e  r e l e a s e d  f r o m  t h e  c e l l  b y  " r e v e r s e  p h a g o c y t o s i s "
7.
( M o r g a n ,  R o s e  & M e d n i s ,  1968)  o r  a r e  r e l e a s e d  a l o n g  t u b u l e s  
c o n t i n u o u s  w i t h  t h e  o u t e r  l a m e l l a e  of t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  a n d  
w i t h  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  ( S c h w a r t z  & R o i z m a n ,  1969) .
T h i s  r e l e a s e  of v i r u s  p a r t i c l e s  c o m p l e t e s  t h e  H S V  g r o w t h  
c y c l e  a n d  r e s u l t s  i n  c e l l  d e a t h .
2 . 4 .  P r o t e i n  M e t a b o l i s m  i n  H SV  I n f e c t i o n
M u c h  of  t h e  s t u d y  of t h e  b i o c h e m i s t r y  of  v i r a l  r e p l i c a t i o n  
h a s  i n v o l v e d  e v e n t s  t a k i n g  p l a c e  d u r i n g  th e  e c l i p s e  p h a s e  of  g r o w t h  
s i n c e ,  d u r i n g  t h i s  p e r i o d ,  t h e  r e p l i c a t i o n ,  t r a n s c r i p t i o n  a n d  
t r a n s l a t i o n  e v e n t s  c e n t r a l  t o  n e w  v i r u s  p r o d u c t i o n  a r e  i n i t i a t e d  a n d  
d e v e l o p e d .
W o r k  on  p r o t e i n  s y n t h e s i s  d u r i n g  e c l i p s e  o f  HSV, o t h e r  t h a n  
t h a t  i n v o l v i n g  s p e c i f i c  e n z y m e  s y n t h e s i s ,  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  u s i n g  
H E p “2 c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  H S V  ( R o i z m a n ,  B o r m a n  & R o u s t a ,  1965;  
S y d i s k i s  & R o i z m a n ,  19 66 ) .  In  t h i s  s y s t e m  p r o t e i n s  s y n t h e s i z e d  i n  
t h e  c y t o p l a s m  a r e  s l o w l y  a n d  s e l e c t i v e l y  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  n u c l e u s  
( S p e a r  & R o i z m a n ,  1968) ,  a l t h o u g h  l e s s  t h a n  h a l f  t h e  p r o t e i n  s y n t h e s i z e d  
u n d e r g o e s  t h i s  t r a n s f e r .  S o m e  of t h e  p r o t e i n s  f o r m e d  a t  a n  e a r l y  
s t a g e  of  e c l i p s e  a r e  e n z y m e s  i n v o l v e d  in  n u c l e i c  a c i d  a n d  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  r e q u i r e d  f o r  v i r a l  r e p l i c a t i o n .
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2 . 5 .  E n z y m e s  I n v o l v e d  i n  H S V  N u c l e i c  A c i d  S y n t h e s i s
I n f e c t i o n  of B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  w i t h  H S V  p r o d u c e s  a n  
i n c r e a s e d  D N A  p o l y m e r a s e  (DNA n u c l e o t i d y l  t r a n s f e r a s e ,  E C  2.  7. 7. 8 ) 
a c t i v i t y  a t  t h i s  e a r l y  e c l i p s e  s t a g e .  E v i d e n c e  i n f e r s  t h e  e n z y m e  t o  
b e  v i r u s - c o d e d  ( K e i r ,  1965 ;  K e i r ,  H a y ,  M o r r i s o n  & S u b e d c -S h a rp e ,  
196 6 ;  K e i r ,  S u b a k - S h a r p e ,  S h e d d o n ,  W a t s o n  & W i ld y ,  1966;  K e i r ,  
1 9 6 8 ) .  H E p - 2  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  H SV  e x h i b i t  s i m i l a r l y  e l e v a t e d  
l e v e l s  o f  D N A - p o l y m e r a s e  a c t i v i t y .  I n t e r e s t i n g l y ,  p s e u d o r a b i e s  
v i r u s  i s  r e l a t e d  t o  HSV, y e t  H a m a d a ,  K a m i y a  & K a p l a n  (1 966) do  n o t  
d i f f e r e n t i a t e  i n  n e u t r a l i z a t i o n  t e s t s  b e t w e e n  D N A  p o l y m e r a s e  e x t r a c t e d  
f r o m  p s e u d o r a b i e s  “ i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  r a b b i t  k i d n e y  c e l l s ,  a l t h o u g h  
e n z y m e  a c t i v i t y  i s  s u b s t a n t i a l l y  i n c r e a s e d .
S t u d i e s  on  t h e  D N a s e  ( d e o x y r i b o n u c l e a s e ,  E C  3, 1 . 4 .  5) e n z y m e s  
i n  H S V “i n f e c t e d  c e l l s  s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  a t  l e a s t  one  of t h e m  
i s  v i r u s - c o d e d  (N e w to n ,  1964;  M c A u s l a n ,  H e r d e ,  P e t t  & R o s s ,  1965;  
S a u e r ,  O r t h  & M u n k ,  1966 ;  M o r r i s o n  & K e i r ,  1967;  K e i r ,  1968) .  
P s e u d o r a b i e s  v i r u s  a l s o  i n d u c e s  a n  e n d o n u c l e a s e ,  w h i c h  m a y  be  
v i r u s - c o d e d .
O t h e r  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  n u c l e i c  a c i d  s y n t h e s i s  w h i c h  h a v e  
b e e n  s h o w n  t o  h a v e  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s  a n d  a r e  
p r o b a b l y  r e l e v a n t  t o  v i r u s  g r o w t h  a r e  d e o x y c y t i d i n e  m o n o p h o s p h a t e  
d e a m i n a s e  ( K e i r ,  1 968) ,  d e o x y t h y m i d i n e  k i n a s e  (Kit  & D u b b s ,  1963;
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N e w t o n ,  1964;  B o r m a n  & R o i z m a n ,  1965;  P r u s o f f ,  B a k h l e  &
S e k e l y ,  1965;  K l e m p e r e r ,  H a y n e s ,  S h e d d o n  h  W a t s o n ,  1967) ,  
t h y m i d i n e  m o n o p h o s p h a t e  k i n a s e  i n  L - c e l l s  (N e w to n ,  1964) ,  
a l t h o u g h  t h e r e  i s  n o  d e t e c t a b l e  d i f f e r e n c e  i n  i t s  l e v e l  i n  m o n k e y  
k i d n e y  c e l l s  ( P r u s o f f  e t  ad, 1965) ,  d e o x y c y t i d i n e  k i n a s e  ( P e r e r a  
& M o r r i s o n ,  1 970) a n d  a r e q u i r e m e n t  f o r  D N A - d e p e n d e n t  R N A  
p o l y m e r a s e  (E C  2 . 7 , 7, 6 ) a c t i v i t y  m a y  b e  i n f e r r e d  f r o m  t h e  i n h i b i t o r y  
e f f e c t  of  A c t i n o m y c i n  D on  H S V  m u l t i p l i c a t i o n  ( R o i z m a n ,  1963 ;
S a u e r ,  O r t h  & M u n k ,  1966 ;  S a u e r  & M u n k ,  1966) .
2 . 6 , DN A M e t a b o l i s m  in  H S V  I n f e c t i o n
D u r i n g  t h e  e a r l y  s t a g e s  of t h e  e c l i p s e  p h a s e  H S V  c a u s e s  
a  d i s a g g r e g a t i o n  o f  t h e  h o s t  c e l l  n u c l e o l u s  a n d  a n  a g g r e g a t i o n  of 
c h r o m o s o m e s  a t  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  ( S y d i s k i s  & R o i z m a n ,  1966,  
1 967) .  S y n t h e s i s  o f  H S V  D N A  h a s  b e e n  s h o w n  h i s t o c h e m i c a l l y  
( N e w to n  S t o k e r ,  1958;  M u n k  & S a u e r ,  1964) a n d  b i o c h e m i c a l l y  
( S y d i s k i s  & R o i z m a n ,  1966)  to  t a k e  p l a c e  i n  t h e  n u c l e u s  of  t h e  h o s t  
c e l l ,  a n d  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  e l e c t r o n  t r a n s l u c e n t  m a t r i x .  A f t e r  
a n  i n i t i a l  l ag ,  v i r a l  D N A  s y n t h e s i s  i n c r e a s e s  t o  a  m a x i m u m  p r i o r  to  
m a x i m u m  r e l e a s e  of  v i r u s .
H S V  DN A i s  d o u b l e  - s t r  a n d e d  ( R u s s e l l ,  1962;  D a r l i n g t o n  &
7R a n d a l l ,  1963) a n d  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  i n  t h e  r a n g e  6 - 1 0 x 1 0
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d a l t o n s  ( R u s s e l l  & C r a w f o r d ,  1963;  B e c k e r ,  D y n  & S a r o v ,  1968) .
- 1 0T h e  DN A  c o n t e n t  p e r  v i r u s  p a r t i c l e  i s  1. 14 x  10 p g  ( D a r l i n g t o n  &
R a n d a l l ,  1 963),  a s  c o m p a r e d  to  t h e  a p p r o x i m a t e  c o n t e n t  of t h e  h o s t  
-6c e l l  of  8 x  10 p g .  H S V  D N A  h a s  a  b a s e  c o n t e n t  s u c h  t h a t  t h e  G + C 
c o n t e n t  i s  a p p r o x i m a t e l y  70% of  t h e  t o t a l  b a s e  c o n te n t  ( B e n - P o r a t  & 
K a p l a n ,  1962 ;  R u s s e l l  & C r a w f o r d ,  1964;  S u b a k - S h a r p e ,  S h e p h e r d  & 
H a y ,  1966) ,  t h u s  b e i n g  q u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  m a m m a l i a n  DNA, w h i c h  
h a s  a  G + C c o n t e n t  o f  a b o u t  40%  (W y a t t ,  1951;  S w a r t z ,  T r a u t n e r  & 
K o r n b e r g ,  1 962) ,  M o s t  a n i m a l  D N A  v i r u s e s  s t u d i e d  h a v e  a  G + C 
c o n t e n t  m o r e  s i m i l a r  to  t h a t  of t h e i r  h o s t s  ( S u b a k - S h a r p e  e t  ad, 1966;  
M o r r i s o n ,  K e i r ,  S u b a k - S h a r p e  & C r a w f o r d ,  1967) .
2 . 7 .  R N A  M e t a b o l i s m  i n  H S V  I n f e c t i o n
I n f e c t i o n  o f  h o s t  c e l l s  w i t h  H SV  c a u s e s  a  r a p i d  d e c l i n e  in  
t o t a l  R N A  s y n t h e s i s  ( R o i z m a n ,  B o r m a n  & R o u s t a ,  1965;  A u r e l i a n  & 
R o i z m a n ,  1965;  H a y ,  K o t e l e s ,  K e i r  h  S u b a k - S h a r p e ,  1966;  F l a n a g a n ,  
1967;  W a g n e r  & R o i z m a n ,  1969) .  L a t e r  i n  t h e  c y c l e  of i n f e c t i o n  
t h e r e  i s  a  l e s s  r a p i d  d e c l i n e  i n  s y n t h e s i s ,  t h e  e x a c t  t i m i n g  of w h i c h  
i s  d e p e n d e n t  on  t h e  c e l l  s y s t e m  u s e d ,  a n d  on  t h e  c o n d i t i o n s  of  i n f e c t i o n  
a n d  i n c u b a t i o n .  T h e  d e g r e e  of i n h i b i t i o n  o b s e r v e d  i s  d e p e n d e n t  on  th e  
m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  u s e d  ( W a g n e r  & R o i z m a n ,  1969) .  B o t h  H a y  
e t  a l  a n d  F l a n a g a n  u s e d  a  m u l t i p l i c i t y  of  i n f e c t i o n  of  a b o u t  16 P .  F .  U. /
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c e l l ,  t h e  f o r m e r  in  B H K 2 Î / C 1 3  c e l l s  a n d  t h e  l a t t e r  in  K B  c e l l s .
W a g n e r  & R o i z m a n  u s e d  a  m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  o f  b e t w e e n  80 a n d  
200 P .  F .  U. /  c e l l  in  H E p -2  c e l l s .  T h e  l a s t  n a m e d  w o r k e r s  
f r a c t i o n a t e d  t h e i r  c e l l s  b e f o r e  e x t r a c t i o n  of  t h e  R N A ,  m a i n l y  a f t e r  
l o n g  p u l s e  “ l a b e l l i n g  t i m e s ,  w h i l e  t h e  o t h e r  w o r k e r s  e x t r a c t e d  t o t a l  
R N A  a f t e r  l a b e l l i n g  t i m e s  of  2 h o u r s  o r  30 m i n u t e s  a n d  15 m i n u t e s ,  
r e s p e c t i v e l y .  W a g n e r  a n d  R o i z m a n  c l a i m e d  t h a t  o n ly  b y  t h e i r  
m e t h o d  i s  i t  p o s s i b l e  to  i n d i c a t e  a n y  a l t e r a t i o n  i n  R N A  m e t a b o l i s m ,
2. 8 . R i b o s o m a l  R N A  M e t a b o l i s m  i n  H S V  I n f e c t i o n
H a y  e t  ad r e p o r t e d  a  r a p i d  i n h i b i t i o n  i n  t h e  s y n t h e s i s  of  
4 5 S  a n d  3 5S R N A ,  w h i c h  w a s  b o r n e  o u t  b y  t h e  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  
r e s u l t s  o f  F l a n a g a n  (1 9 67 ) .  F r o m  s t u d i e s  of n u c l e a r  R N A , W a g n e r  a n d  
R o i z m a n  (1969)  f o u n d  t h a t  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  of  45S c o n t i n u e d  
a t  a  r e d u c e d  r a t e  f o r  s o m e  t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n ,  e v e n  w h e n  i t  w a s  n o t  
b e i n g  c o n v e r t e d  t o  18 S a n d  28 S R N A .  T h e y  d e d u c e d  t h a t  p r o c e s s i n g  
a s  w e l l  a s  s y n t h e s i s  of  45S R N A  i s  i n h i b i t e d  b y  HSV .  T h u s  H S V  i s  
l i k e  t h e  a n i m a l  R N A  v i r u s e s  in  t h i s  r e s p e c t .  T h e  s i g n i f i c a n c e  of  t h e s e  
f i n d i n g s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r .
W a g n e r  a n d  R o i z m a n  (1 9 69  (b)) fo un d ,  i n  t h e  n u c l e u s  of  i n f e c t e d  
c e l l s ,  a  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  of  v i r a l - s p e c i f i e d  R N A  (i.  e .  R N A  w h i c h  
w i l l  a n n e a l  to  H S V  DNA) of  5 0 S o r  g r e a t e r  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .
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N e i t h e r  F l a n a g a n  (196 7) n o r  H a y  ^  ^  e x a m i n e d  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  
w e i g h t  R N A  f r a c t i o n ,  b u t  b o t h  r e p o r t e d  R N A  of a l o w e r  s e d i m e n t a t i o n  
c o e f f i c i e n t  w h i c h  a n n e a l e d  t o  H S V  D N A . H a y  e^ ^  r e p o r t e d  t h i s  a s  
” 20S"  R N A  a n d  F l a n a g a n ,  w h o  a n a l y z e d  R N A  l a t e r  i n  t h e  v i r a l  g r o w t h  
c y c l e ,  a l s o  f o u n d  t h e  m a j o r i t y  o f  v i r u s  - s p e c i f i e d  m a t e r i a l  t o  b e  i n  t h e  
r a n g e  12 t o  248,  T h e  b a s e  c o m p o s i t i o n  of t h i s  m a t e r i a l  w a s  
s i m i l a r  t o  t h a t  of v i r a l  DNA ( F l a n a g a n ,  1967) .  W a g n e r  & R o i z m a n  
(1 9 6 9  (b)) f o u n d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  of c y t o p l a s m i c  R N A  w a s  i n  t h e  r a n g e  
o f  148  " 2 0 8  a n d  t h a t  a t  l e a s t  s o m e  of t h e  p o l y s o m a l  R N A  r e s u l t e d  
f r o m  c l e a v a g e  of h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  v i r u s - c o d e d  n u c l e a r  R N A .
2.  9. H 8 V T r a n s f e r  R N A
G r o s s  i n h i b i t i o n  of  R N A  s y n t h e s i s  a f t e r  H S V  i n f e c t i o n  h a s  
a l r e a d y  b e e n  d i s c u s s e d  ( S e c t i o n . 2,  7). S y n t h e s i s  o f  R N A  of a p p r o x i m a t e l y  
4S d e c l i n e s  m o r e  s l o w l y  t h a n  d o e s  r R N A  s y n t h e s i s ,  a n d  r e m a i n s  a t  a  
s i g n i f i c a n t  l e v e l  l a t e  i n t o  t h e  i n f e c t i v e  c y c l e  (Hay ,  K o t e l e s ,  K e i r  h  
S u b a k - S h a r p e ,  1966;  W a g n e r  h  R o i z m a n ,  1969) .  W a g n e r  h  R o i z m a n  
(1969)  r e p o r t  t h a t  s o m e  of  t h e  a p p a r e n t  l o s s  o f  48  R N A  i s  c a u s e d ,  a t  
l e a s t  p a r t l y ,  b y  l e a k a g e  f r o m  t h e  c e l l s ,  F l a n a g a n  (1967) .  c o u l d  s h o w  
v i r t u a l l y  n o  a n n e a i m e n t  o f  s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  to  H S V  D N A ,  
w h e r e a s  H a y  K o t e l e s ,  K e i r  & S h b a k - S h a r p e  (1966)  h a v e  s h o w n  t h a t  a t  
l e a s t  p a r t  o f  t h e  43 R N A  f r a c t i o n  i s  v i r u s  - s p e c i f i e d .  In  a d d i t i o n ,  an
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a r g i n y l - t R N A  w i t h  p r o p e i ' t i e s  d i f f e r e n t  f r o m  h o s t  a r g i n y l - t R N A  
a p p e a r s  to  b e  f o r m e d  a f t e r  i n f e c t i o n .
3. D E O X Y R I B O N U C L E I C  A C I D
3 . 1 .  G e n e r a l  S t r u c t u r e  of DN A
In t h e  W a t  s o n - C r i c k  d o u b l e - h e l i c a l  DNA s t r u c t u r e  ( W a t s o n  
&: C r i c k ,  1953)  a l l  t h e  c o n s t i t u e n t  b a s e s  a r e  l i n k e d  t o  d e o x y r i b o s e  
p h o s p h a t e .  A l l  p a r t s  of a  D N A  m o l e c u l e  a r e  p o t e n t i a l l y  s u s c e p t i b l e  
t o  c h a n g e  b y  s u b s t i t u t i o n ,  b u t  s p e c i f i c  s u b s t i t u t i o n  i n  t h e  d e o x y r i b o s e  
p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  n a t u r a l l y - o c c u r r i n g  DN A h a s  n o t  y e t  b e e n  
d e t e c t e d .  T h i s  p o r t i o n  of  t h e  n u c l e i c  a c i d  c a n n o t  b e  c o n s i d e r e d  at. 
p r e s e n t  t o  d o n a t e  t o  t h e  s t r u c t u r e  a n y  b o n d i n g  p r o p e r t i e s  u s e f u l  f o r  
d i s t i n g u i s h i n g  o n e  p a r t  of  t h e  p o l y d ^ o x y n u c l e o t i d e  f r o m  a n o t h e r ,  u n l e s s  
i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  b a s e s  p r o d u c e  c h a n g e s  w h i c h  a r e  t r a n s m i t t e d  to  
t h e  b a c k b o n e  s t r u c t u r e .  T h u s  o n ly  i n f o r m a t i o n  i n  t h e  b a s e s  t h e m s e l v e s  
s e e m s  c a p a b l e  of  p r o d u c i n g  d i s t i n g u i s h i n g  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s .  T h e  
p y r i m i d i n e  b a s e s  ( C y t  a n d  T hy)  s h a r e  a  c o m m o n  r i n g  s t r u c t u r e  a s  do 
t h e  p u r i n e s  (A de  a n d  G u a ) .  T h u s ,  i n t e r  m o l e c u l a r  f o r c e s  w h i c h  
d i f f e r e n t i a t e  a m o n g  t h e  p u r i n e s  a n d  t h e  p y r i m i d i n e s  m u s t  i n v o l v e  
e x t r a a n n u l a r  a t o m s .
3 . 2 .  B o n d i n g  o f  B a s e s
T h e  r e g u l a r  h e l i c a l  c o n f i g u r a t i o n  of  th e  p o l y m e r  i s  s t a b i l i z e d  
b y  i n t e r n a l  a n d  e x t e r n a l  s e c o n d a r y  b o n d s  ( W a t s o n  & C r i c k ,  1953) .
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T h e  b a s e s  h a v e  s i d e  g r o u p s  w h i c h  a r e  a t  l e a s t  p o t e n t i a l l y  h y d r o p h o b i c ,  
b u t  t h e s e  a r e  m a i n l y  i n v o l v e d  i n  i n t e r  n u c l e o t i d e  b o n d s  w i t h i n  t h e  DN A  
s t r u c t u r e .  I n t e r a c t i o n s  i n v o l v i n g  L o n d o n  a n d  V a n  d e r  W a a l s  f o r c e s ,  
a n d  p e r h a p s  s o m e  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  e x i s t  a m o n g  t h e  p u r i n e s  a n d  
p y r i m i d i n e s ,  a n d  v i r t u a l l y  a l l  t h e  s u r f a c e  a t o m s  in  t h e  s u g a r  a n d  
p h o s p h a t e  g r o u p s  f o r m  b o n d s  t o  w a t e r  m o l e c u l e s  ( M i c h e l s o n ,  M a s s o u l i e  
& G u s c h l b a u e r ,  1 967) .  C a l c u l a t i o n  of t o t a l  e l e c t r o n i c  i n t e r a c t i o n  
e n e r g y ,  o b t a i n e d  b y  a d d i n g  t h e  i n - p l a n a r  e n e r g y  b e t w e e n  b o n d e d  b a s e s  
(A de  &: T h y  a n d  C y t  & G u a)  i n  o p p o s i n g  s t r a n d s  of  DNA, a n d  th e  
v e r t i c a l  e n e r g y  i n v o l v e d  i n  " s t a c k i n g ” b e t w e e n  n e a r - n e i g h b o u r  b a s e  - 
p a i r s ,  s h o w s  t h a t  t h e  d i f f e r e n t  c o m b i n a t i o n s  of b a s e - p a i r s ,  m a y  b e  
d i v i d e d  i n t o  t h r e e  g r o u p s  ( P u l l m a n  & P u l l m a n ,  196 9). F i r s t ,  t h e  
m o s t  s t a b l e  c o m b i n a t i o n s  a r e  t h o s e  f o r m e d  b y  (Gua, C y t ) p a i r s  o n ly ;  
s e c o n d  a n d  l e s s  s t a b l e  a r e  t h e  m i x e d  c o m b i n a t i o n s  of  (Ade, Thy) a n d  
p y t , G ua) ;  a n d  t h i r d ,  t h e  l e a s t  s t a b l e ,  a r e  t h o s e  c o n t a i n i n g  o n ly  
(Ade, Thy) p a i r s  ( P u l l m a n  & P u l l m a n ,  1969) .  T h i s  f i n d i n g  i s  s u p p o r t e d  
b y  t h e  g r e a t e r  t h e r m a l  s t a b i l i t y  o f  n u c l e i c  a c i d s  r i c h  i n  G u a  a n d  C y t  
r e l a t i v e  t o  t h o s e  r i c h  i n  A d e  a n d  T h y  ( M a r m u r  & D o ty ,  1964) .
C l e a r l y ,  b a s e  c o n t e n t  i s  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  p r o d u c i n g  s t r u c t u r a l  
c h a n g e .
3 . 3 .  E f f e c t  of B a s e  S u b s t i t u e n t s
S y n t h e t i c  p o l y n u c l e o t i d e  c o m p l e x e s  h a v e  b e e n  s t u d i e d ,
15.
a n d  s e v e r a l  m a j o r  f a c t o r s  g o v e r n i n g  t h e i r  s t r u c t u r a l  s t a b i l i t y  c a n  
b e  d e f i n e d .  T h e  d i r e c t  i n t e r  p l a n a r  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  b a s e s  
( L o n d o n ,  V a n  d e r  W a a l s  f o r c e s  ( M i c h e l s o n ,  1962))  p l a y  a n  i m p o r t a n t  
r o l e ,  a n d  c a n  b e  m o d i f i e d  b y  s u b s t i t u t i o n  of  t h e  b a s e s .  " H y d r o p h o b i c "  
f o r c e s ,  d e f i n e d  a s  o r g a n i z a t i o n  of s o l v e n t  m o l e c u l e s  in  t h e  v i c i n i t y  of 
t h e  h e l i x  ( K a u z m a n n ,  1959)  e x e r t  a c o n s i d e r a b l e  c o n t r o l ,  a n d  c a n  
a l s o  b e  a f f e c t e d  b y  b a s e  s u b s t i t u t i o n .  I n t e r a c t i o n  of  b a s e s ,  e s p e c i a l l y  
t h e  i n p l a n a r  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  A d e  & T h y  a n d  C y t  h  G u a  a r e  s p e c i f i c ,  
a n d  c o n t r i b u t e  t o  t h e  s t r u c t u r a l  s t a b i l i t y  o f  t h e  p o l y m e r .  O ne  
s u b s t i t u e n t  g r o u p  w h i c h  m a y  a f f e c t  t h e  i n t e r a c t i o n  s p e c i f i c i t y  of t h e  
b a s e s  i s  t h e  m e t h y l  g r o u p .  T h i s  g r o u p  i s  h y d r o p h o b i c  a n d  b u l k y ,  a n d  
s o  m a y  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r  i n t e r a c t i o n s  w i t h i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  a 
p o l y n u c l e o t i d e  c o m p l e x .  A  w i d e  v a r i e t y  of p o l y n u c l e o t i d e s  c o n t a i n i n g  
a n a l o g u e s  o f  t h e  n a t u r a l l y - o c c u r  r i n g  p u r i n e s  a n d  p y r i m i d i n e s  h a s  b e e n  
e x a m i n e d ,  a n d  i t  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  t h a t  c e r t a i n  m e t h y l  g r o u p s ,  e .  g. 
a t  C6 o f  a  p u r i n e ,  g i v e  l o w e r  s t r u c t u r a l  s t a b i l i t y  to  t h e  h o m o -  a n d  
h e t e r o - p o l y m e r  ( M i c h e l s o n  & P o c h o n ,  1966) ,  w h e r e a s  m é t h y l a t i o n  a t  
C 5  i n  p y r i m i d i n e  n u c l e o t i d e s  i n c r e a s e s  s t a b i l i t y  i n  b o t h  t h e  h o m o ­
p o l y n u c l e o t i d e  a n d  i n  t h e  h e t e r o p o l y n u c l e o t i d e  c o m p l e x  ( M a s s o u l i e ,  
M i c h e l s o n  Sc P o c h o n ,  1966 ;  S z e r  h  S h u g a r ,  1966) .  M é t h y l a t i o n  a t  
t h e  7 p o s i t i o n  of  G u a  r e s i d u e s  in  m o d e l  c o m p o u n d s  a n d  i n  DN A r e s u l t s  
i n  l a b i l i t y  o f  t h e  C - 8  p r o t o n ,  g i v in g  r i s e  t o . b e h a v i o u r  of t h e  s u b s t i t u t e d
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m o l e c u l e  s i m i l a r  t o  t h a t  of m o l e c u l e s  r e l a t e d  t o  d T h y  ( T o m a s z ,  1970) .  
T h u s  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a  m e t h y l  g r o u p  i n to  a  p o l y n u c l e o t i d e  c o m p l e x  
■in v i t r o  h a s  a  p r o f o u n d  e f f e c t  on i t s  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .
3 . 4 .  M é t h y l a t i o n  of  DNA
M é t h y l a t i o n  o f  c e r t a i n  D N A  b a s e s  h a s  b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  
i n  v i v o . B i o c h e m i c a l l y ,  t h e r e  a r e  tw o  c l a s s e s  o f  m e t h y l a t e d  
d e o x y r i b o n u c l e o t i d e ,  t h e  f i r s t  of  w h i c h  i s  d e r i v e d  d i r e c t l y  f r o m  T T P  
d u r i n g  D N A  s y n t h e s i s ,  a n d  i s  p r e s e n t  in  a l m o s t  a l l  D N A s .  T h e  
q u a n t i t a t i v e l y  l e s s  i m p o r t a n t  c l a s s  of m e t h y l a t e d  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e  
w h i c h  a r i s e s  w h e n  5 - m e t h y l c y t o s i n e  ( 5 - m C )  a n d  b ^ m e t h y l a d e n i n e  
( 6 - m A )  ( s e e  F i g u r e  2)  a r e  f o r m e d  in  DN A a t  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  l e v e l  
i s  p e r h a p s  m o r e  i n v o l v e d  i n  d i s t i n g u i s h i n g  on e  p a r t  of  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  
f r o m  a n o t h e r .  F r o m  t h e  t i m e  t h a t  H o t c h k i s s  d e t e c t e d  t h e  p r e s e n c e  of 
a  t r a c e  a m o u n t  o f  5 - m C  i n  c a l f  t h y m u s  D N A  i n  1948 ( H o t c h k i s s ,  1948) 
t h e r e  h a v e  b e e n  r e p o r t s  t h a t  DN A  f r o m  m a n y  o r g a n i s m s  c o n t a i n s  
m e t h y l a t e d  b a s e s .  T h e  p r e s e n c e  of 6 - m A  a p p e a r s  t o  b e  r e s t r i c t e d  t o  
t h e  DNA f r o m  l o w e r  o r g a n i s m s ,  s u c h  a s  t h e  b l u e - g r e e n  a lg a ,  
P l e c t o n e m a  b o r y a n u m  (K a y e ,  S a l o m o n  & F r i d l e n d e r ,  1967) ,  a n d  
b a c t e r i a ,  w h e r e  i t  m a y  b e  t h e  s o l e  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e ,  a s  in  
E s c h . c o l i  15 T  w h e r e  i t  i s  p r e s e n t  t o  t h e  e x t e n t  of 1 m o l e  % of  t h e  
D N A  n u c l e o t i d e s  (D u n n  & S m i t h ,  1958;  R e m y ,  1961;  T h e i l  & Z a m e n h o f ,  
1963;  D o s k o c i l  & S o r m o v a ,  1965) .  T h e  o c c u r r e n c e  of  5 - m C  i s  m o r e
F i g u r e  2.
M e t h y l a t e d  B a s e s  a n d  N u c l e o s i d e s ,
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w i d e s p r e a d ,  b e i n g  p r e s e n t  to  d i f f e r e n t  e x t e n t s ,  e . g .  to  2 . 3  m o l e  % 
i n  t h e  a l g a l  f l a g e l l a t e ,  E u g l e n a  g r a c i l i s  ( B r a w e r m a n ,  H u f n a g e l  &
C h a r  gaff ,  1962;  R a y  & H a n  aw  a l t ,  1964),  t o  5 . 6  m o l e  % i n  b r a c k e n  
f e r n  ( T h o m a s  &: S h e r r a t t ,  1956) ,  in  s t r a i n s  of  E s c h .  c o l i  (Gold ,
H u r w i t z  & A n d e r s ,  1 9 6 3b) a n d  B a c . s n b t i l i s  v a r . a t e r r i m u s  ( D o s k o c i l  
& S o r m o v a ,  1965) ,  t o  5. 5, 5. 8 a n d  4 ,  3 m o l e  % i n  t h e  a n g i o s p e r m a e  
r y e  g r a s s ,  w h e a t  g e r m  a n d  t o b a c c o  l e a v e s  (W y a t t ,  1951;  B r a w e r m a n  
& C h a r g a f f ,  1951;  T e w a r i  & W i l d m a n ,  1 966),  t o  1, 7 m o l e  % i n  t h e  
A n n e l i d a  n e p h t h y s  c i l i a t a  (A n to n o v ,  F a v o r o v a  & B e l o z e r s k i i ,  1962),  
t o  a n  a l m o s t  n e g l i g i b l e  e x t e n t  i n  i n s e c t s  (W y a t t ,  1951;  W y a t t  & L i n z e n ,  
1965) ,  t o  1 . 8  m o l e  % in  e c h i n o d e r m s  (W y a t t ,  1951;  G r i p p o ,  l a c c a r i n o ,  
P a r i s i  & S c a r a n o ,  196 8), t o  a l m o s t  2 m o l e  % i n  h e r r i n g  s p e r m  a n d  
t h e  f r o g  (W y a t t ,  1951;  D a w id ,  1965) ,  a n d  i n  m a n y  m a m m a l i a n  t i s s u e  
D N A s  (W y a t t ,  1951;  L a l a n d ,  O v e r  e n d  & W eb b ,  1952;  H u r s t ,  M a r k o  & 
B u t l e r ,  1953;  A n t o n o v ,  F a v o r o v a  & B e l o z e r s k i i ,  1962;  S p e n c e r  & 
C h a r g a f f ,  1963;  B u r  d on ,  1966;  S a l o m o n ,  K a y e  & H e r z b e r g ,  196 9).
T h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  of m a m m a l i a n  DNA i s  r e a s o n a b l y  u n i f o r m ,  
t h e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  1 . 0  & 1 . 9  m o l e  % p e r h a p s  b e i n g  p a r t l y  d u e  t o  i t s  
m e a s u r e m e n t  b y  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s .  N o t  o n l y  i s  t h e  m é t h y l a t i o n  of 
C y t  t h e r e f o r e  w i d e s p r e a d ,  b u t  t h e  e x t e n t  to  w h i c h  i t  i s  p r e s e n t  v a r i e s ,  
e v e n  w i t h i n  d i f f e r e n t  o r g a n e l l e s  in  one  c e l l .  F o r  e x a m p l e ,  in
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e u g l e n a  g r a c i l i s  t h e  m a i n  b a n d  D N A  i s  m e t h y l a t e d  b u t  s a t e l l i t e  DN A  i s  
n o t  ( R a y  h  H a n a w a l t ,  1964) ;  i n  t o b a c c o  l e a v e s  n u c l e a r  DN A i s  m e t h y l a t e d ,  
b u t  n o t  c h l o r o p l a s t  D N A  ( T e w a r i  & W i l d m a n ,  1966) a n d  t h e  l e v e l  of 
m é t h y l a t i o n  of  m o u s e  n u c l e a r  s a t e l l i t e  DN A  i s  t w i c e  t h a t  of t h e  m a i n  b a n d  
n u c l e a r  D N A  ( S a l o m o n ,  K a y e  & H e r z b e r g ,  1969) .
3. 5. D i s t r i b u t i o n  of  M e t h y l a t e d  B a s e s
T h a t  t h e  o c c u r r e n c e  of  m e t h y l a t e d  b a s e s  i s  n o t  r e l a t e d  t o  
t h e  b a s e  c o m p o s i t i o n  of  t h e  DN A  o n ly ,  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  a  n o n -  
r a n d o m  d i s t r i b u t i o n  o f  m e t h y l  g r o u p s ,  a n d  a l s o  t h a t  n e i g h b o u r i n g  b a s e s  
m a y  d e t e r m i n e  t h e  s i t e s  o f  m é t h y l a t i o n .  T h e  f r e q u e n c y  of o c c u r r e n c e  
of  p a r t i c u l a r  n u c l e o t i d e s  n e x t  t o  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e s  i n  D N A  h a s  b e e n  
e x a m i n e d  b y  s e v e r a l  g r o u p s . S i n s h e i m e r  (1954 ,  1955) d e g r a d e d  c a l f  
t h y m u s  DN A  e n z y m i c  a l l y  a n d  m e a s u r e d  t h e  r e l a t i v e  5 - m d C  c o n t e n t  of 
t h e  r e s u l t i n g  d i n u c l e o t i d e s .  M o r e  t h a n  30% of t h e  5 - m d C  w a s  f o u n d  to  
o c c u r  i n  t h e  d i n u c l e o t i d e  5 - m d C p d G  w h i l e  t h e  m a j o r i t y  o f  dC  o c c u r s  in  
d G p d C .  D e o x y c y t i d i n e  a n d  5 - m d C  a r e  n o t  f o u n d  i n  s i m i l a r  e n v i r o n m e n t s  
w i t h i n  c a l f  t h y m u s  D N A ,  b u t  i n  w h e a t  g e r m  a n d  r y e  g r a s s  DN A 5 '-m dC. 
a n d  d T  d o  s e e m  t o  b e  p o s i t i o n e d  s i m i l a r l y  ( S h a p i r o  & C h a r g a f f ,  I 9 6 0 ;  
S p e n c e r  & C h a r g a f f ,  1963) .  D o s k o c i l  & S o r m  (1962)  d e g r a d e d  D N A  w i t h  
d i p h e n y l a m i n e  a n d  D N A s e  I, a n d  e x a m i n a t i o n  o f  t h e s e  d i n u c l e o t i d e  p r o d u c t s  
c o n f i r m e d  t h a t  t h e  h i g h e s t  d e g r e e  of r e p l a c e m e n t  of dC b y  5 - m d C  i n  
m a m m a l i a n  D N A  w a s  o b s e r v e d  in  t h e  s e q u e n c e  d C p d G .  T h i s  w a s  
a l s o  o b s e r v e d  in  w h e a t  g e r m ,  b u t  n o t  i n  B. s u b t i l i s  D N A . A  s m a l l
i  V.
q u a n t i t y  o f  t h e  5 - m C  i n  m a m m a l i a n  DN A w a s  f o u n d  i n  t h e  s e q u e n c e
d C p d A ,  b u t  n o n e  i n  d C p d C  o r  d C p d T .  G r i p p o ,  l a c c a r i n o ,  P a r i s i  &
S c a r  a n o  (1968)  u s i n g  an  a p p r o a c h  s i m i l a r  to  t h a t  of D o s k o c i l  & S o r m
h y d r o l y z e d  D N A  f r o m  d e v e l o p i n g  s e a  u r c h i n  e m b r y o s .  A n a l y s i s  o f
d i d e o x y n u c l e o t i d e s  s h o w e d  t h a t  90% of t h e  5 - m d C ,  t h e  o n l y  m e t h y l a t e d
n u c l e o t i d e  d e t e c t e d  i n  s e a u r  c h i n  e m b r y o  D N A  a g a i n  o c c u r s  in  t h e
d i d e o x y n u c l e o t i d e  (dC, dC^. A  v e r y  l i t t l e  o c c u r  s a s  (dQ dC),  and  t r a c e
a m o u n t s  a s  (dC, d T )  o r  (dC, dA).  T h u s  t h e  d i d e o x y n u c l e o t i d e  ( 5 - m d C ,  dG)
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s e e m s  t o b e  t h e  m a j o r  n a t u r a l l y  o c c n r i n g j ^ J o ü ^ / t é ' i n  DN A f r o m  h i g h e r  o r g a n i s m  
N o n - e x h a u s t i v e  e n z y m i c  d e g r a d a t i o n  of DNA y i e l d s  a  s e r i e s  of 
o l i g o d e o x y n u c l e o t i d e s  w h i c h  c a n  b e  s e p a r a t e d  a c c o r d i n g  t o  s i z e  a n d  b a s e  
c o m p o s i t i o n .  T h e  e n v i r o n m e n t ,  a n d  f r e q u e n c y  o f  o c c u r r e n c e  of a 
m e t h y l a t e d  b a s e  c a n  t h e n  b e  e s t i m a t e d .  On t h i s  b a s i s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  
that ,  in  E s c h . c o l i C t h e  m o s t  f r e q u e n t  d i d e o x y n u c l e o t i d e  i s  d C p  5 - m d C ,  
w h i l e  t h e r e  i s  l i t t l e  s p e c i f i c i t y  f o r  t h e  n u c l e o t i d e  l i n k e d  t o  t h e  3 ’ - 
p h o s p h o r u s  o f  5 - m d C  ( D o s k o c i l ,  1966) .  I n  c o n t r a s t ,  d A p  5 - m d C ,  
d G p  5 - m d C  a n d  5 - m d C  p d T  o c c u r  m o s t  f r e q u e n t l y  in  s u b t i l i s  a t e r r i m u s  
( D o s k o c i l ,  1966) .  A s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  i n  c a l f  t h y m u s  D N A  t h e r e  i s  a  
h i g h  s p e c i f i c i t y  f o r  d G  l i n k e d  t o  t h e  3 ' - p h o s p h o r u s  of  5 - m d C ,  b u t  dA., 
dG, d C ,  d T  a r e  a l l  f o u n d  l i n k e d  to  t h e  5 ' - p h o s p h o r u s  ( S i n s h e i m e r ,  1955) .  
T h u s  t h e  p o s i t i o n  o f  a  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  m a y  b e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
i d e n t i t y  o f  b o t h  a d j a c e n t  n u c l e o t i d e s  (5'  & 3 ' )  a s  i n  s u b t i l i s ,  o r  b y  
e i t h e r  o n e  a s  i n  E s c h .  c o l i  o r  h i g h e r  o r g a n i s m s .  I t  i s  p e r h a p s
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s i g n i f i c a n t  t h a t  in  n o  c a s e  so  f a r  i n v e s t i g a t e d  i s  t h e  i d e n t i t y  of  b o t h  
n e a r e s t  n e i g h b o u r  n u c l e o t i d e s  t o t a l l y  u n r e s t r i c t e d .
3 . 6 .  M é t h y l a t i o n  of  V i r a l  DN A
T h e  n u m b e r  of d i f f e r e n t  b a s e  s u b s t i t u t i o n s ,  a n d  t h e  d e g r e e  
t o  w h i c h  t h e y  o c c u r  i n  b a c t e r i o p h a g e  DN A  h a s  l e d  t o  h y p o t h e s e s  
r e g a r d i n g  t h e  r o l e  of  t h e s e  m o d i f i e d  d e o x y n u c l e o t i d e s  i n  t h e  r e p l i c a t i o n  
of  v i r u s e s  ( A r b e r  & L in n ,  1969) .  T h e  f o l l o w i n g  m o d i f i c a t i o n s  h a v e  
b e e n  fo u n d  t o  o c c u r  in  b a c t e r i o p h a g e :  r e p l a c e m e n t  of t h y m i n e  b y
u r a c i l  in  P B S  p h a g e  f o r  B^ s u b t i l i s  ( T a k a h a s h i  & M a r m u r ,  1963):  
r e p l a c e m e n t  of c y t o s i n e  b y  5 ~ h y d r o x y m e t h y l c y t o s i n e  in  t h e  c o l i p h a g e  
T 2 ,  T4 ,  T6 a n d  K l e b s i e l l a  2 - p h a g e  (W y a t t  h  C o h e n ,  1953;  L e h m a n  & 
P r a t t ,  I 9 6 0 ;  G o ld ,  H a u s m a n n ,  M a i t r a  & H u r w i t z ,  1964;  A n i s y m o v a ,  
G a b r i l o v i c h ,  . S o s h i n a  & C h e r e n k e v i c h ,  1969) ,  a n d  b y  5 - h y d r o x y m e t h y  1 - 
u r a c i l  i n  B^ . s u b t i l i s  p h a g e  S P 8  ( K a l l e n ,  S i m o n  & M a r m u r ,  1962) .
T h e  m e t h y l a t e d  b a s e s ,  5 - m C  a n d  6 - m A  a l s o  o c c u r  i n  b a c t e r i o p h a g e ,  
e . g .  5 - m C  i n  E s c h .  c o l i  k  p h a g e  a n d  i n  a  p h a g e  f o r  X a n t h  o m  on a s 
o r y z a e  ( L e  d in k  o, 1964 ;  K u o ,  H u a n g  & T e n g ,  1968) a n d  6 - m A  i n  t h e  
c o l i p h a g e s  T 2 ,  T 4 ,  T 7  & P l b  ( H a u s m a n n  & Gold ,  1966;  H u d n i k -  
P l e v n i k  & M e l e c h e n ,  1967) .  In  c o n t r a s t ,  t h e  c o l i p h a g e s  T3 &: T 5 
h a v e  a  c o m p l e t e  l a c k  o f  m e t h y l a t e d  b a s e s  o t h e r  t h a n  T h y  ( G e f t e r ,  
H a u s m a n n ,  G o ld  h  H u r w i t z ,  1966) .
In  a d d i t i o n ,  t h e  T - e v e n  c o l i p h a g e s  h a v e  s u g a r s  b o u n d  t o  s o m e  
of  t h e i r  5 - h y d r o x y m e t h y l c y t o s i n e ,  i n  t h e  m o n o - o r  d i - s u g a r  f o r m .
21 .
a n d  w i t h  v a r y i n g  f r e q u e n c y  ( L e h m a n  & P r a t t ,  I 9 6 0 ;  L u n t ,  S i e b k e  & 
B u r t o n ,  1964) .
T h e  o n ly  D N A - c o n t a i n i n g  a n i m a l  v i r u s  w h o s e  m é t h y l a t i o n  
p a t t e r n  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  i s  p o l y o m a  v i r u s .  K a y e  & W i n o c o u r  
(196 7) fo u n d  t h a t  v i r u s  g r o w n  i n  t h e  p r e s e n c e  of  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  
m e t h i o n i n e  y i e l d e d  v i r a l  DNA w h i c h  c o n t a i n e d  n o  r a d i o a c t i v i t y .  T h e y  
c o h c l u d e d  f r o m  t h i s  t h a t  t h e  v i r a l  DNA c o n t a i n e d  n o  m e t h y l  g r o u p s  
o t h e r  t h a n  t h a t  of T h y .
3 . 7 .  B a c t e r i a l  D N A  M e t h y l a s e
A s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  m é t h y l a t i o n  of DNA t a k e s  p l a c e  a t  
t h e  p o l y n u c l e o t i d e  l e v e l  ( F l e i s s n e r  & B o r e k ,  1962) ,  a p p a r e n t l y  a t  
s p e c i f i c  s i t e s .  T h e  D N A  m e t h y l a s e  r e a c t i o n s  a r e  c a t a l y z e d  b y  
s p e c i f i c  e n z y m e s  (G o ld ,  H u r w i t z  & A n d e r s ,  1963) ,  t h e  DN A  m e t h y l a s e s  
( m e t h y l - t r a n s f e r a s e s )  a s  p r e d i c t e d  b y  K o r n b e r g ,  Z i m m e r m a n ,  
K o r n b e r g  & J o s s e  (1 95 9 ) .  T h e  s o u r c e  of m e t h y l  g r o u p s  f o r  t h e  
t r a n s f e r  r e a c t i o n  i s  t h e  m e t h y l  g r o u p  of  m e t h i o n i n e ,  ( R e m y  & S m i t h ,  
1957 ), in  t h e  f o r m  o f  a n  i n t e r m e d i a t e  w i t h  a  h i g h  f r e e  e n e r g y  of 
h y d r o l y s i s ,  S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e  ( S - A M ) .  T h e  m e c h a n i s m  of 
t h e  r e a c t i o n  i s  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  3. S - A M  w a s  f i r s t  u s e d  a s  m e t h y l  
d o n o r  i n  v i t r o  b y  G o ld ,  H u r w i t z  & A n d e r s  (1963) .
DN A  m e t h y l a s e  f r o m  E s c h .  c o l i  W m a y  b e  p u r i f i e d  f o u r  h u n d r e d -
F ig ;u r e  3
M e c h a n i s m  o f  N u c l e i c  A c i d  M e t h y l a s e  R e a c t i o n
S - A d e n o s y l m e t h i o n i n e  + n-Qcleotide  ( in  D N A  o r  R N A )
D N A  o r  R N A  
M e t h y l a s e
\k
S - A d e n o s y U i o m o c y s t e i i i e  + m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  ( in  D N A  o r  R N A )
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f o l d  w i t h o u t  t h e  r a t i o  o f  t h e  e x t e n t s  of m  v i t r o  m é t h y l a t i o n  of  A  & C 
b e i n g  a l t e r e d  (G o ld  & H u r w i t z ,  1964) .  U s i n g  on e  DN A  m e t h y l a s e  
e x t r a c t ,  b u t  v a r y i n g  t h e  s o u r c e  of th e  s u b s t r a t e  D N A  ( h e t e r o l o g o u s ) ,  
t h e  c o m p a r i s o n  of i n c o r p o r a t i o n  i n to  6 - m A  a n d  5 - m C  c a n  b e  u s e d  t o  
c o m p a r e  p r i m a r y  s t r u c t u r e s  of t h e  s u b s t r a t e  D N A s  ( F u j i m o t o ,
S r i n i v a s a n  & B o r  ek,  1965 ;  K a y e ,  F r i d l e n d e r ,  S a l o m o n  & B a r - M e i r ,
1967) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i f  o ne  D N A  s u b s t r a t e  i s  u s e d  w i t h  
h e t e r o l o g o u s  D N A  m e t h y l a s e s  f r o m  v a r y i n g  s o u r c e s ,  v a r y i n g  r a t i o s  
o f  6 - m A  t o  5 - m C  a r e  o b t a i n e d  w h i c h  r e f l e c t  t h e  n a t u r a l  m e t h y l a t e d  
b a s e  c o m p o s i t i o n  of  D N A  h o m o l o g o u s  w i t h  t h e  e n z y m e  (Kay ,  F r i d l e n d e r ,  
S a l o m o n  & B a r - M e i r ,  1967) .
In t h i s  l a t t e r  s y s t e m ,  m e t h y l a s e  e x t r a c t s  f r o m  E s c h .  c o l i  B 
m e t h y l a t e  o n ly  dA, t h o s e  f r o m  E s c h .  c o l i  K 12 m e t h y l a t e  dA a n d  dC, 
a n d  t h o s e  f r o m  B. s u b t i l i s  m e t h y l a t e  o n ly  dC ( B o r e k  &: S r i n i v a s a n ,  1966) .  
T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  s e p a r a t e  m e t h y l a s e  e n z y m e s  f o r  t h e  f o r m a t i o n  
o f  5 - m C  a n d  6 - m A  e x i s t  i n  v i v o .
3 . 8 .  B a c t e r i o p h a g e  DN A  M e t h y l a s e s
C e r t a i n  b a c t e r i o p h a g e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  DN A  
m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  w h i c h  a r e  d i s t i n c t  f r o m  t h o s e  of  t h e i r  h o s t  c e l l s  
a n d  w h i c h  t h e r e f o r e  p r o b a b l y  p l a y  a  m a j o r  r o l e  i n  t h e  i n f e c t i v e  p r o c e s s .  
I n f e c t i o n  of  E s c h .  c o l i  B a n d  E s c h . c o l i  K 12 w i t h  b a c t e r i o p h a g e  T2,
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w h i c h  c o n t a i n s  6 - m A  a s  i t s  s o l e  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e ,  i n d u c e s  
a  g r e a t l y  i n c r e a s e d  c a p a c i t y  to  m e t h y l a t e  d A  s p e c i f i c a l l y  in  v i t r o , 
w h i l e  t h e  c a p a c i t y  to  m e t h y l a t e  dC  i s  u n a l t e r e d  (G o ld ,  H a u s m a n n ,
M a i t r a  & H u r w i t z ,  1964;  F u j i m o t o ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  1965) .
D e  n o v o  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  i n d u c t i o n  of  t h i s  D N A  
m e t h y l a s e  a c t i v i t y ,  a n d  t h e  k i n e t i c s  o f  i t s  a p p e a r a n c e  s u p p o r t  t h e  
h y p o t h e s i s  t h a t  i t  i s  a  n e w ,  p h a g e - d i r e c t e d  e n z y m e  ( H a u s m a n n  & G o ld ,  
1966;  S e l l i n ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  1966) .  A  s m a l l e r  e l e v a t i o n  of  
D N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  o c c u r s  a f t e r  T1 a n d  T 4  i n f e c t i o n  of  E s c h .  c o l i ,  
b u t  t h e r e  i s  no  s u c h  c h a n g e  a f t e r  T6 o r  T7 i n f e c t i o n .  P h a g e  T3 
i n f e c t i o n  r e s u l t s  in  m a r k e d  i n h i b i t i o n  of  t h e  D N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  
o f  E s c h . c o l i  e x t r a c t s  (G o ld ,  H a u s m a n n ,  M a i t r a  & H u r w i t z ,  1964) .
A  b a c t e r i o p h a g e  1 5 - c o d e d  D N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  f o u n d  
a f t e r  t r e a t m e n t  of E s c h  c o l i  1 5T~ c u l t u r e s  w i t h  t h e  b a c t e r i o s t a t i c  
a g e n t s  5 - a m i n o u r a c i l  a n d  2 - t h i o t h y m i n e , o r  w i t h  l y s o g e n - i n d u c i n g  
a g e n t s ,  u.  v . - l i g h t  a n d  m i t o m y c i n  C ( Y u d e l e v i c h  & G o ld ,  1969) .  T h i s  
n e w  e n z y m e  a c t i v i t y  i s  s p e c i f i c  f o r  d A ,  in  c o n t r a s t  to  t h e  h o s t - p r o d u c e d  
e n z y m e .
3. 9. M a m m a l i a n  D N A  M e t h y l a s e s
M é t h y l a t i o n  of  D N A  in  v i t r o  b y  e x t r a c t s  of  m a m m a l i a n  c e l l s  
h a s  p r o v e d  d i f f i c u l t  to  d e f i n e  b i o c h e m i c a l l y ,  a l t h o u g h  i t  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  to  o c c u r  i n  K r e b s  II a s c i t e s  t u m o u r  c e l l s ,  r a t  s p l e e n  a n d
24
r a t  l i v e r  w i t h / w i t h o u t  R e u b e r  m i n i m a l  h e p a t o m a s  ( B u r d o n ,  M a r t i n ,
& L a i ,  1967;  S h e i d ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  1968;  S h e i d  & B i l i k ,  1969;  
K a l o u s e k  & M o r r i s 1969) .  M a m m a l i a n  DN A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i s  
n o r m a l l y  c o n t a i n e d  m a i n l y  in  th e  c h r o m a t i n  f r a c t i o n  of  t h e  c e l l  
( B u r d o n ,  M a r t i n  & L a i ,  1967;  S h e id ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  1967;  
K a l o u s e k  Ez M o r r i s ,  1969) ,  a n d  i t  s e e m s  s u r p r i s i n g  t h a t  D N A  
m e t h y l a s e  a c t i v i t y  r e p o r t e d  in  h a m s t e r s  b e a r i n g  t u m o u r s  i n d u c e d  b y  
a d e n o v i r u s -12 w a s  d e t e c t e d  in  t h e  c e l l  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  
( M c F a r l a n e  & S h a w ,  1968) ,
No r e p o r t s  h a v e  a p p e a r e d  of  t h e  i n d u c t i o n  o f  D N A  m e t h y l a s e  
a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  a n i m a l  v i r u s  i n f e c t i o n .
4 .  C E L L U L A R  R I B O N U C L E I C  A C ID
R N A  m o l e c u l e s ,  i n c l u d i n g  th e  m a i n  s p e c i e s ,  t R N A ,  r R N A  
a n d  m R N A ,  a r e  t r a n s c r i b e d  in  t h e  c e l l  f r o m  D N A  b y  D N A - d e p e n d e n t  
R N A  p o l y m e r a s e  ( E C 2 .  7. 7. 6) . In m a m m a l i a n  c e l l s  R N A  s y n t h e s i s  
i s  m a i n l y  n u c l e a r  w h i l e  t h e  s y n t h e s i s  o f  r R N A  a n d  t R N A  t a k e s  p l a c e  
i n  t h e  n u c l e o l u s .  T h i s  R N A  i s  t h e n  t r a n s p o r t e d  to  t h e  c y t o p l a s m ,  
w h e r e  r R N A  i s  i n  c o n j u g a t i o n  w i t h  p r o t e i n  to  f o r m  r i b o s o m e s ,  w h i c h  
m a y  be  l i n k e d  t o g e t h e r  b y  m R N A  m o l e c u l e s  to  g iv e  p o l y s o m e s ,  th e  
s i t e s  of  p r o t e i n  s y n t h e s i s .
T h e  R N A  s p e c i e s  a n d  t h e i r  i n t e r a c t i o n s  a n d  i n v o l v e m e n t  in
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p r o t e i n  s y n t h e s i s  a r e  d e a l t  w i t h  in  S e c t i o n s  5 to  8. A n  o u t l i n e  of  
t h e  s t e p s  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  i l l u s t r a t e d  in  F i g u r e  4.
5. R I B O S O M A F  R I B O N U C L E I C  A C ID
5 . 1 .  S y n t h e s i s  a n d  P r o c e s s i n g
S y n t h e s i s  o f  r R N A  t a k e s  p l a c e  in  t h e  n u c l e o l u s  of m a m m a l i a n  
c e l l s  in  th e  f o r m  o f  p r e c u r s o r  m o l e c u l e s  w i t h  a  s e d i m e n t a t i o n  
c o e f f i c i e n t  o f  4 5 S  ( H i a t t ,  1962;  R a k e  & G r a h a m ,  1964;  H a r d e r s  & 
M u l l e r ,  1962;  P e r r y ,  1964) .  M u c h  o f  t h e  w o r k  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  
p r o c e s s i n g  of  t h i s  m o l e c u l e  i n to  t h e  r R N A  s p e c i e s  f o u n d  in  th e  
r i b o s o m e  (i. e.  18S  in  t h e  30S r i b o s o m a l  s u b u n i t  a n d  2 8 8  in  t h e  
5 0 8  s u b u n i t )  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  by  P e n m a n  a n d  c o w o r k e r s ,  u s i n g  
H e  H a  c e l l s .  T h e  s e q u e n c e  of  e v e n t s  w h i c h  t h e y  s u g g e s t  o c c u r s  in  t h e  
n u c l e o l u s  i s  a s  f o l l o w s :
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A  36s s p e c i e s  w h i c h  c a n  a l s o  be  e x t r a c t e d  f r o m  n u c l e i  c o u l d  
a r i s e  f r o m  4 5 S  s p l i t t i n g  to  g i v e  28S -h 3 6 S, o r  f r o m  4 IS b r e a k i n g  u p  
to  g i v e  18S + 36S ( P e n m a n ,  S m i t h  & H o l t z m a n ,  1966; W a g n e r ,
P e n m a n  & I n g r a m ,  1967;  W e i n b e r g ,  L o e n i n g ,  W i l l e m s  & P e n m a n ,
1 967) .  T h e  R N A  n o t  f o u n d  in  t h e  18S a n d  28 S  R N A  s p e c i e s  m a y  f o r m  
s o m e  of  t h e  s p e c i e s  o f  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  a l s o  f o u n d  in  t h e  
n u c l e u s ;  b u t  s e v e r a l  o t h e r  s p e c i e s  o f  n u c l e a r  R N A  h a v e  b e e n  s h o w n  
to  a r i s e  in  a  w a y  q u i t e  d i s t i n c t  f r o m  r R N A  (K n ig h t  h  D a r n e l l ,  1967;  
D i n g m a n  & P e a c o c k ,  1968;  R e i n  & P e n m a n ,  1969) ,  a n d  t h e s e  
e x h i b i t  s i z e  h e t e r o g e n e i t y  a n d  s o m e  s p e c i e s  v a r i a t i o n  ( W e i n b e r g  & 
P e n m a n ,  1969) .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  r R N A  a n d  i t s  p r e c u r s o r s  
h a s  b e e n  c o n f i r m e d  u s i n g  h i g h - r e s o l u t i o n  R N A - D N A  h y b r i d i z a t i o n  
( j e a n t e u r  & A t t a r d i ,  1969) .
A l t h o u g h  s o m e  of  t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  of t h e s e  e v e n t s  w a s  c a r r i e d  
o u t  u s i n g  i n h i b i t o r s  o f  R N A  s y n t h e s i s  f o l l o w in g  t h e  l o c a t i o n  of  
r a d i o  a c t i v e l y - l a b e l l e d  R N A  p r e c u r s o r s  ( P e r r y ,  1962 ; S h e r r e r ,  
L a t h a m  & D a r n e l l ,  196 3), a  c o m p a r i s o n  o f  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s  of  
t h e  R N A  s p e c i e s  ( P e n m a n ,  S m i t h  & H o l t z m a n ,  1966;  W a g n e r ,
P e n m a n  & I n g r a m ,  1967;  W e i n b e r g ,  L o e n i n g ,  W i l l e m s  &: P e n m a n ,
1967; Z i m m e r m a n ,  1968), o r  a  c o m b i n a t i o n  of  th e  tw o  t e c h n i q u e s  
h a s  a l s o  b e e n  u s e d  ( B u r d o n ,  1967).
27.
5. 2. R i b o s o m a l  R N A  M é t h y l a t i o n
It  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  h e a v y  ( 2 8 S ) a n d  l i g h t  (18S) 
r R N A s  h a v e  d i f f e r e n t  b a s e  s e q u e n c e s  ( A r o n s o n ,  1963;  D e l i h a s ,
1964;  M u n r o ,  1964) b u t  i t  i s  n o t  y e t  c l e a r  w h e t h e r  e a c h  t y p e  of  r R N A  
i s  m a d e  u p  of o n e  o r  m o r e  s e q u e n c e s  of  n u c l e o t i d e s .  L a n e  a n d  
T a m a o k i  (1969) ,  f o r  e x a m p l e ,  s u g g e s t  t h a t  th e  s l o w e r - s e d i m e n t i n g  
r R N A  i s  h e t e r o g e n e o u s  in  L - c e l l s . V / h e t h e r  o r  n o t  t h e  r R N A  i s  
h e t e r o g e n e o u s  w i t h i n  e a c h  s p e c i e s ,  i t  h a s  b e e n  c l e a r l y  s h o w n  
e x p e r i m e n t a l l y  t h a t  t h e  d i f f e r e n t  s p e c i e s  h a v e  s u b s t a n t i a l  v a r i a t i o n  
in  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s .
E s c h . c o l i  r R N A  w a s  s h o w n  to  c o n t a i n  m e t h y l a t e d  b a s e s  
( S r i n i v a s a n ,  N o f a l  & S u s s m a n ,  1964;  S t a r r  & F e f f e r m a n ,  1964) ,  t h e  
l i g h t e r  s p e c i e s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  20% m o r e  m é t h y l a t i o n  
t h a n  th e  h e a v i e r  s p e c i e s .  B r o w n  a n d  A t t a r d i  (1965)  s h o w e d  t h a t  
H e  L a  c e l l  r R N A  w a s  a l s o  m e t h y l a t e d .  R i b o s o m a l  R N A  f r o m  m a n y  
s o u r c e s  h a s ,  s i n c e  t h e n ,  b e e n  s h o w n  to  b e  m e t h y l a t e d  a t  t h e  
p o l y n u c l e o t i d e  l e v e l .  T h e  m e t h y l a t e d  b a s e s  a n d  n u c l e o s i d e s  o f  r R N A  
a r e  i n c l u d e d  in  T a b l e  1.
In  r R N A ,  n u c l e o s i d e  m é t h y l a t i o n  o c c u r s  b o t h  in  t h e  b a s e  a n d  
in  t h e  s u g a r  g r o u p  ( F i g u r e  2) ,  t h e  a m o u n t s  v a r y i n g  w i t h  th e  o r i g i n  
a n d  s p e c i e s  o f  R N A .  F o r  e x a m p l e ,  in  b a c t e r i a l  r R N A ,  m é t h y l a t i o n  
o f  t h e  b a s e s  i s  a b o u t  f o u r  t i m e s  t h a t  of  th e  s u g a r  r e s i d u e s  ( S t a r r  &
T a b l e  I
U n u s u a l  B a s e s  a n d  N u c l e o s i d e s  in  R N A
D i h y d r o u r a c i l  
5 - h y d r  o x y u r  a c i l  
2 - t h i o u r a c i l
4 - t h i o u r a c i l
1, 5 - d i r i b o s y l u r a c i l
5 - r i b o s y l u r  a c i l
2 - t h i o c y t o s i n e
N ^  - a c e t y l c y t o s i n e
N ^  - a m i n o a c y l a d e n i n e  
2
N - r i b o s y l g u a n i n e  
3
N  - r i b o s y l g u a n i n e
O r o t i c  A c i d
H y p o x a n  t h i n e
X a n t h i n e
P s e u d o u r i d i n e
2 ' ( - 3  ') - O - r i b o s y l - a d e n i n e
2 ' - O - m e t h y l a d e n o s i n e
2 ' - O - m e t h y l c y t i d i n e
2 ' - O - m e t h y l g u  a n o  s i n e
2 ' - O - m e t h y l u r i d i n e
2 ' - O - m e t h y l p s e u d o u r  i d i n e
7 -m ethyl xanthine
1 - m e t h y l h y p o x a n t h i n e
1 - m e t h y l u r  a c i l
3 - m e t h y l u r  a c i l
5 - m e t h y l u r a c i l  ( t h y m i n e )
5 - h y d r  o x y m e t h y l u r  a c i l
5 - m e t h y l a m i n o m e t h y l - 2  - t h i o u r a c i l
3 - m e t h y l c y t o s i n e  
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N - m e t h y l c y t o s i n e  
5 - m e t h y l c y t o s i n e
5 - h y d r  o x y m  e t h y  I c y t o s i n e
56 - a m i n o - N  - m e t h y l f o r m a m i d o - i s o c y t o s i n e  
N^ - m e t h y l c y t o s i n e
1 - m e t h y l a d e n i n e
2 - m e t h y l a d e n i n e  
7 - m e t h y l a d e n i n e  
6 - m e t h y l a d e n i n e
6 - d i m e t h y l a d e n i n e
N ^ ,  - d i m e t h y l a d e n i n e
1 - m e t h y l - N ^  - m e t h y l a d e n i n e  
2
1 - A  - i s o p e n t e n y l a d e n i n e  
6 2N - A  - i s o p e n t e n y l a d e n i n e
2 - m e t h y l t h i o - N ^  - i s o p e n t e n y l a d e n i n e  
1 - m e t h y l g u a n i n e
7 - m e t h y l g u a n i n e  
2
N - m e t h y l g u a n i n e  
2 2N , N  - d i m e t h y l g u a n i n e
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F e f f e r m a n ,  1964;  H a y a s h i ,  O s a w a  & . M i u r a ,  1966;  D u b in  &
G u n u lp ,  196 7), w h e r e a s  in  p l a n t s  m a n y  m o r e  s u g a r  m o l e c u l e s  t h a n  
b a s e s  a r e  m e t h y l a t e d  ( L a n e ,  1965;  I s a k s s o n  & P h i l l i p s ,  1968);  
t h i s  i s  a l s o  t r u e  f o r  m a m m a l i a n  r R N A  ( W a g n e r ,  P e n m a n  & I n g r a m ,
1967;  L a n e  & T a m a o k i ,  1969) .
S u g a r  m é t h y l a t i o n  ( s e e  F i g u r e  2), in  t h e  2 ' - O H  p o s i t i o n  in  a l l  
f o u r  m e t h y l a t e d  n u c l e o s i d e s ,  o c c u r s  n a t u r a l l y  in  r R N A ,  a s  do  a l l  t h e  
s i x t e e n  p o s s i b l e  N m p M  d i n u c l e o t i d e s .  T h e  l a t t e r  a r e  r e a d i l y  
o b t a i n e d ,  a s  m é t h y l a t i o n  o f  t h e  s u g a r  m o i e t y  in  t h e  2 ' - O H  g r o u p  
r e n d e r s  t h e  3 ' -  p h o s p h a t e  b o n d  r e s i s t a n t  to  a l k a l i  a n d  to  m o s t  
n u c l e a s e  d i g e s t i o n .  C o m p a r i s o n  of  t h e  f r e q u e n c i e s  o f  o c c u r r e n c e  
of  t h e  v a r i o u s  2 ' - O H  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e s  w i t h  t h e  b a s e  c o m p o s i t i o n  
o f  r R N A  i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  m é t h y l a t i o n  i s  n o n - r a n d o m .
T h e  r R N A s  d i f f e r  q u a n t i t a t i v e l y  a n d  q u a l i t a t i v e l y  in  t h e i r  
m e t h y l a t e d  n u c l e o s i d e  c o n t e n t .  F o r  e x a m p l e ,  i n  H e L a  c e l l s ,  1 - 1 , 2 %  
a n d  1. 5 - 1 .  7% of t h e  n u c l e o s i d e s  a r e  m e t h y l a t e d  in  28S a n d  18S 
rR 'N A  r e s p e c t i v e l y  ( B r o w n  & A t t a r d i ,  1965;  V a u g h a n ,  S o e i r o ,  W a r n e r ,  &: 
D a r n e l l ,  1967) .  In  L -  c e l l s  t h e  m e t h y l a t e d  b a s e s  N^  - m e t h y l a d e n i n e  
a n d  N ^ - d i m e t h y l a d e n i n e  a r e  p r e s e n t  in  th e  s l o w e r  s e d i m e n t i n g  r R N A ,  
w h i l e  b o t h  N ^ - m e t h y l a d e n i n e  a n d  5 - m e t h y l a d e n i n e  o c c u r  in  t h e  
h e a v i e r  m a t e r i a l  ( L a n e  & T a m a o k i ,  1969) .  In  g e n e r a l ,  t h e  o c c u r r e n c e
29.
o f  .N^“ d i m e t h y l a d e n i n e  d i s t i n g u i s h e s  18S f r o m  28S R N A  in  
m a m m a l i a n  c e l l s .
M é t h y l a t i o n  o f  4 5 8  r i b o s o m e - p r e c u r s o r  R N A  o c c u r s  a t  t h e  
s i t e  of  i t s  s y n t h e s i s  in  t h e  n u c l e o l u s  ( G r e e n b e r g  & P e n m a n ,  1966; 
Z i m m e r m a n  & H o l l e r ,  1967;  M u r a m a t s u  & F u j i s a w a ,  1968) .
A b o u t  h a l f  o f  t h e  4 5 8  R N A  i s  l o s t  d u r i n g  m a t u r a t i o n  ( s e e  8 e c t i o n  5. 1. ); 
b u t  v e r y  l i t t l e  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  i s  l o s t  ( W e i n b e r g ,  L o e n i n g ,  
W i l l e m s  & P e n m a n ,  1 967) ,  t h e  d i s c a r d e d  R N A  b e i n g  of  h i g h e r  G+C 
c o n t e n t  t h a n  188 a n d  288  r R N A .  A n  e q u i m o l a r  m i x t u r e  o f  188 
a n d  288 c o n t a i n s  t h e  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  of  4 5 8  r R N A  w h i l e  p a t t e r n s  
o f  m é t h y l a t i o n  a r e  th e  s a m e  i n  328 a s  in  288  a n d  i n  208  a s  in  188 . 
S o m e  s e c o n d a r y  m é t h y l a t i o n , to  N - d i m e t h y l a d e n i n e ,  o c c u r s  w h i l e  
188 i s  s t i l l  i n  t h e  n u c l e o l u s  ( Z i m m e r m a n ,  1968) .  K i n e t i c  s t u d i e s  
s h o w  t h a t  a  s i m i l a r  r R N A  p r o d u c t / p r e c u r s o r  r e l a t i o n s h i p  e x i s t s  in  
y e a s t  ( R e t e l ,  V a n  D e n  B o s  & P l a n t a ,  1969) .
H e L a  c e l l s  d e p r i v e d  of  m e t h i o n i n e  s y n t h e s i z e  u n d e r  m e t h y l a t e d  
R N A ,  a n d  do n o t  f o r m  c o m p l e t e  r i b o s o m e s  ( V a u g h a n ,  S o e i r o ,  W a r n e r  
& D a r n e l l ,  1967) .  T h i s  u n d e r  m e t h y l a t e d  R N A  c a n  b e  m e t h y l a t e d  
w h e n  m e t h i o n i n e  i s  r e t u r n e d  to  t h e  s y s t e m ,  t h u s  c o n f i r m i n g  t h a t  
m é t h y l a t i o n  o c c u r s  a t  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  l e v e l .
30.
5 . 3 .  R i b o s o m a l  R N A  M e t h y l a s e s
R i b o s o m a l  R N A  m e t h y l a s e s  r e c o g n i z e  s p e c i f i c  s i t e s  
o n  th e  R N A  m o l e c u l e  i n d e p e n d e n t  o f  i t s  l e n g t h  o r  s t a t e  o f  p r o c e s s i n g .  
T h e s e  e n z y m e s ,  w h i c h ,  l i k e  D N A  m e t h y l a s e  ( F i g u r e  3), u s e
S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e -  a s  t h e  s o u r c e  of  m e t h y l  g r o u p s ,  w e r e  f i r s t  
s h o w n  in  E s c h .  c o l i  ( G o r d o n  & B o r m a n ,  1964;  S r i n i v a s a n ,  N o f a l  & 
S u s s m a n ,  1964;  H u r w i t z ,  A n d e r s ,  G o ld  & S m i t h ,  1965) ,  a n d  h a v e  
s i n c e  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  o t h e r  s y s t e m s .  B o t h  s u g a r  a n d  b a s e  
m . o i e t i e s  c a n  be  m e t h y l a t e d  in  v i t r o  ( N i c h o l s  & L a n e ,  1968) .
5. 4. E f f e c t  of  V i r u s  I n f e c t i o n  o n  R i b o s o m a l  R N A
R N A  v i r u s e s  d i f f e r  in  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  t h e y  i n v o k e  
o n  h o s t  r R N A  s y n t h e s i s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  c o l i p h a g e s  F 2  a n d  Q6 
g iv e  r i s e  to  c o n s i d e r a b l y  l e s s  i n h i b i t i o n  t h a n  do R 1 7  a n d  R 2  3, w h i c h ,  
in  c o m m o n  w i t h  th e  a n i m a l  R N A  v i r u s e s  p o l i o - , m e n g o -  a n d  F M D V  
h a v e  a  v e r y  m a r k e d  i n h i b i t o r y  e f f e c t  ( F r a n k l i n  & B a l t i m o r e ,  1962;  
H o l l a n d  & P e t e r s o n ,  1964;  D a r n e l l ,  G i r a r d ,  B a l t i m o r e ,  S u m m e r s  &
M a i z e l ,  1967;  H u d s o n  & P a r a n c h y c h ,  1967;  G r a d o ,  F r i e d l e n d e r ,
Ih l  & C o n t r e r a s ,  1968;  A s c i o n e  & V a n d e  W o u d e ,  1969) .  In a t  l e a s t  
s o m e  c a s e s ,  R N A  v i r u s  i n f e c t i o n  c a u s e s  a r e d u c t i o n  in  r R N A  
m é t h y l a t i o n  c o n c o m i t a n t  w i t h  t h e  r e d u c t i o n  in  s y n t h e s i s  ( G r a d o ,  
F r i e d l e n d e r ,  Ih l  & C o n t r e r a s ,  1968;  A s c i o n e  & V a n d e  W o u d e ,  1969) ,
31.
a n d  t h i s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  to  r e s u l t  f r o m  n u c l e a r  a n d  n u c l e o l a r  
d i s i n t e g r a t i o n  ( B e r n h a r d  & G r a n b o u l a n ,  1968). D N A - c o n t a i n i n g  
v i r u s e s  m a y  a l s o  c a u s e  a  r e d u c t i o n  in  R N A  s y n t h e s i s ,  b u t  n e w  
s p e c i e s  of  R N A  m a y  b e  s y n t h e s i z e d  w h i c h  a r e  v i r u s - c o d e d ,  a s  in  
E s c h .  c o l i  i n f e c t e d  w i t h  p h a g e  T4  ( W e i s s ,  H s u ,  F o f t  & S c h e r b e r g ,
1968 ), v a c c i n i a  v i r u s  ( B e c k e r  & J o k l i k ,  1964;  S a l z m a n ,  S h a t k i n  & 
S e b r i n g ,  1964;  K a t e s  & M c A u s l a n ,  1967) a n d  th e  a d e n o v i r u s e s  
( F u j i n a g a  & G r e e n ,  1968;  F u j i n a g a ,  P i n a  & G r e e n ,  1969;  W a r r e n ,
1969) .
6. S M A H E  R I B O N U C L E I C  A C ID  S P E C I E S
6 . 1 .  G e n e r a l
V i r a l  i n f e c t i o n  m a y  s t i m u l a t e  t h e  a c c u m u l a t i o n  of  s m a l l  
m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  in  i n f e c t e d  c e l l s .  S o m e  o f  t h i s  m a y  r e s u l t  
f r o m  b r e a k d o w n  o f  l a r g e r  R N A  m o l e c u l e s  b u t  i t  s e e m s  c l e a r  t h a t  
s o m e  m a y  a l s o  r e p r e s e n t  a  g e n u i n e  s y n t h e s i s  of  i n t a c t  s m a l l  R N A  
m o l e c u l e s  ( R o s e ,  R e i c h  h  W e i s s m a n ,  1965;  R e i c h ,  F o r g e t ,  W e i s s m a n  
& R o s e ,  1966;  B a g u l e y ,  B e r g q u i s t  & R a l p h ,  1967) .  In  u n i n f e c t e d  
c e l l s  t h e m s e l v e s  t h e r e  a r e  b o t h  s t a b l e  a n d  l a b i l e  s m a l l  m o l e c u l a r  
w e i g h t  R N A  s p e c i e s ,  a t  l e a s t  9 o f  w h i c h  o c c u r  in  t h e  n u c l e u s  
( W e i n b e r g  & P e n m a n ,  1969) .  T h e  o r ig ins  a n d  f u n c t i o n s  of t h e  m a j o r i t y  
o f  s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  m o l e c u l e s  a r e  n o t  k n o w n .
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6 . 2 .  " 5 5 "  R N A
O n e  s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  w h i c h  h a s  b e e n  
c h a r a c t e r i z e d  i s  t h e  r i b o s o m a l  " 5 5 "  R N A .  " 5 5 "  R N A  i s  120 
n u c l e o t i d e s  lo n g ,  a n d  c o n t a i n s  n o  u n u s u a l  b a s e s  ( B r o w n l e e ,  S a n g e r  
& B a r r  e l l ,  1967 ;  F o r g e t  & W e i s s m a n ,  1967) .  T h e r e  i s  on e  " 5 5 "  
m o l e c u l e  p e r  r i b o s o m e ,  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  50S s u b u n i t  (S id d iq u i  
&: H o s o k a w i ,  1968;  M o r e l l  & M a r m u r ,  1968) ,  b u t  w h e t h e r  55 R N A  
i s  s y n t h e s i z e d  a s  a  s e p a r a t e  e n t i t y  o r  a s  p a r t  of  t h e  r R N A  c o m p l e x  
i s  n o t  u n e q u i v o c a l l y  d e t e r m i n e d ,  a l t h o u g h  e v i d e n c e  i s  a c c u m u l a t i n g  
t h a t  i t  i s  o f  s e p a r a t e  o r i g i n  ( K n ig h t  &: D a r n e l l ,  1967;  B r o w n  &
W e b e r ,  1968;  B r o w n  & D a v i d  1968;  H a t l e n ,  A m a l d i  & A t t a r d i ,  1969) .
6 .  3. 75 R N A
A n o t h e r  s m a l l  r R N A  m o l e c u l e  i s  75 R N A ,  w h i c h  o r i g i n a t e s
f r o m  t h e  b r e a k d o w n  of  t h e  32S r i b o s o m e  p r e c u r s o r  R N A .  T h i s  s p e c i e s
r e m a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  2 8 5  R N A ,  a l s o  w i t h  a n  u n k n o w n  f u n c t i o n  
( P e n e ,  K n i g h t  h  D a r n e l l ,  1968) ,  in  c o m m o n  w i t h  85 R N A  ( P r e s t a y k o ,  
T o n a t o  & B u s c h ,  1 970) .
T h e  o n l y  s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  s p e c i e s  w h o s e  f u n c t i o n s  
a r e  k n o w n  i s  t R N A .
7. T R A N S F E R  R N A
7 . 1 .  I n t r o d u c t i o n
T r a n s f e r  R N A  m o l e c u l e s  a r e  t r a n s c r i b e d  f r o m  c e l l u l a r  DNA
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g e n e s  ( G i a c o m o n i  & S p i e g e l m a n ,  1962;  G o o d m a n  & R i c h ,  1962) 
w h i c h  m a y  m a p  in  t h e  s a m e  r e g i o n  a s  r R N A ,  a s  in  B a c . s u b t i l i s  
( D u b n a u ,  S m i t h  U M a r m u r ,  196 5; O i s h i ,  O i s h i  & S u e o k a ,  1966) 
o r  b e a r  no  r e l a t i o n s h i p  to  r i b o s o m a l  c i s t r o n s ,  a s  in  P r o s o p h i l a  
m e l a n o g a s t e r  ( R i t o s s a ,  A t w o o d  h  S p i e g e l m a n ,  1966) .  A l t h o u g h  
o t h e r s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d ,  t h e r e  a r e  s e v e r a l  k n o w n  f u n c t i o n s  of  
t R N A :  i t  f o r m s  a n  e s t e r  b o n d  b e t w e e n  i t s  t e r m i n a l  a d e n o s i n e  a n d  a n
a m i n o  a c i d  w i t h  a  c l e a r  s p e c i f i c i t y  t o w a r d s  o n e  a m i n o  a c i d .  I t  t h e n  
t r a n s f e r s  t h i s  a c t i v a t e d  a m i n o  a c i d  to  t h e  r i b o s o m e s ,  r e c o g n i z i n g  
a  s p e c i f i c  t r i p l e t  s e q u e n c e  in  m R N A  ( C r i c k ,  • 1958;  C h a p e v i l l e ^  L i p m a n ,  
v o n  E h r e n s t e i n ,  W e i s b l u m ,  R a y  & B e n z e r ,  1962)  p r i o r  to  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a  p e p t i d e  b o n d  d u r i n g  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s .
7 . 2 .  T r a n s f e r  R N A  S t r u c t u r e
A t  l e a s t  31 t R N A s  a r e  r e q u i r e d  to  t r a n s l a t e  a l l  t h e  c o d o n s  of 
m R N A  in  t e r m s  of  t h e  W o b b le  H y p o t h e s i s  ( C r i c k ,  1966) .  T h e  p r i m a r y  
s t r u c t u r e  o f  t h e  75 - 85 n u c l e o t i d e s  of  a t  l e a s t  14 o f  t h e s e  a r e  n o w  
k n o w n ,  a n d  t h e s e  s e q u e n c e s  h a v e  b e e n  u s e d  to  s u g g e s t  s e v e r a l  s e c o n d a r y  
a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e s  f o r  t R N A  ( L a k e  & B e e m a n ,  1968;  C r a m e r ,  
D o e p n e r ,  V a n  d e  H a a r ,  S c h l i m m e  & S e i d e l ,  1968;  D o c t o r ,  F u l l e r  
& W e b b ,  1969;  M e l c h e r ,  1969;  L e v i t t ,  1969;  N i n i o ,  F a v r e  h  Y a n iv ,
1969) .  T h e s e  a r e  a l l  v a r i a t i o n s  o n  t h e  c l o v e r - l e a f  s t r u c t u r e ,  p r o p o s e d  
o r i g i n a l l y  b y  H o l l e y  _e^_^  ( l 965)  ( s e e  F i g u r e  5), w h i c h  h a s  a  p r o b a b i l i t y
I F i g u r e  5,
G e n e r a l i z e d  R e p r e s e n t a t i o n  o f  a  T r a n s f e r  R N A  M o l e c u l e  
in  t h e  " C l o v e r l e a f "  F o r m .
(As e l a b o r a t e d  b y  C l a r k  & J u k e s ) .
I, II, III ,  IV
I, II, III,  IV:  " l o o p s "  ( u n p a i r e d  r e g i o n s ) .
a, b ,  c, d, e :  h e l i c a l  ( b a s e - p a i r e d )  r e g i o n s ,  o r  " a r m s " .
S o l i d  c i r c l e s :  b a s e s  i n  h e l i c a l  r e g i o n s ,  u s u a l l y  p a i r e d  b y  H - b o n d i
( i n d i c a t e d  b y  c e n t r e d  d o t ) .
O p e n  c i r c l e s :  b a s e s  u s u a l l y  u n p a i r e d .
R ;  Y: p u r i n e ;  p y r i m i d i n e  ( n u c l e o s i d e s ) .
T ;  : r i b o t h y m i d i n e ;  p s e u d o u r i d i n e .
m o d i f i e d  b a s e .
: 3 '  p  5 '  d i r e c t i o n  ( u p p e r  a r r o w  i n d i c a t e s
a n t i c  odo n ) .
: " w o b b l e "  p a i r i n g .
l o o p  III a n d  a r m  d a r e  s o m e t i m e s  a b s e n t .
T h e  n u m b e r i n g  a n d  l e t t e r i n g  a r e  n o t  i n f l u e n c e d  
t h e r e b y .
F i g u r e  5,
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o f  l e s s  t h a n  on e  in  t e n  o f  b e i n g  a n  a r t i f a c t  o f  r a n d o m  s e q u e n c i n g  
(D u b e ,  M a r c h e r ,  C l a r k  & C o r y ,  1968) .  A l l  t R N A  m o l e c u l e s  w h o s e  
s e q u e n c e s  a r e  k n o w n  c a n  b e  p o r t r a y e d  in  t e r m s  of  t h e  c l o v e r - l e a f  
m o d e l ,  b u t  t h i s  i s  n o t  a b s o l u t e l y  i d e n t i c a l  f o r  a l l  t R N A s  ( B l a k e ,
F r e s c o  & L a n g r i d g e ,  1970) .  In  t h i s  m o d e l  c o m p l e m e n t a r y  r e g i o n s  
f o r m  oC - h e l i c e s  a n d  n o n - b o n d e d  r e g i o n s  " l o o p "  o u t  a s  " s t a c k e d "  
s i n g l e - s t r a n d e d  s t r e t c h e s  ( F i g u r e  5). T h e o r e t i c a l  p r e d i c t i o n s  f r o m  
t h e  c l o v e r - l e a f  s t r u c t u r e  a r e  s u p p o r t e d  e x p e r i m e n t a l l y  b y  m e a s u r e m e n t s  
o f  p h y s i c o - c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  ( L a k e  & B e e m a n ,  1968)  a n d  b y  th e  
a c c e s s a b i l i t y  of p a r t s  of  t h e  s e q u e n c e  to  c h e m i c a l  o r  e n z y m i c  m o d i f i c a t i o n  
( Z a m i r ,  H o l l e y  & M a r q u i s e e ,  1965;  A r m s t r o n g ,  H a g o p i a n ,  I n g r a m  
& W a g n e r ,  1966;  N e l s o n ,  R i s t o w  & H o l l e y ,  1967) .  It  h a s  b e e n  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  of s u c h  a  c l o v e r - l e a f  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  
i s  l a r g e l y  a  f u n c t i o n  o f  t h e  p r e f e r r e d  o r i e n t a t i o n  a n d  i n t e r a c t i o n  of  
n o n - b o n d e d  l o o p e d  r e g i o n s  r a t h e r  t h a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  h e l i c a l  
s e g m e n t s  ( H e n le y ,  L i n d a h l  & F r e s c o ,  1966;  L a k e  & B e e m a n ,  1968;
L e v i t t ,  1969;  D o c t o r ,  F u l l e r  & W e b b ,  1969) .  L i t t l e  i s  k n o w n  of 
q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e  o f  t R N A s  b u t  L o e h r  & K e l l e r  (1968)  h a v e  
p r o p o s e d  t h a t  c l o v e r - l e a f  " l o o p s "  o f  t R N A  m o l e c u l e s  m a y  a g a i n  be  
a b l e  to  i n t e r a c t  i n t e r m o l e c u l a r l y  a n d  be  i n v o l v e d  in  f o r m i n g  s t r u c t u r e  
b e t w e e n  d i f f e r e n t  t R N A s .
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7 .  3. A m i n o a c y l - t R N A  S y n t h e t a s e  R e a c t i o n
T h e  f u n c t i o n s  o f  t R N A  a r e  p r o b a b l y  a l l  m e d i a t e d  b y  e n z y m e  
a c t i o n ,  a n d  c e r t a i n l y  r e q u i r e  r e c o g n i t i o n  o f  s p e c i f i c  s i t e s  o n  t h e  tR N A .  
T h e  a m i n o a c y l - t R N A  s y n t h e t a s e  e n z y m e  h a s  s i n g l e  b i n d i n g  s i t e s  f o r  
A T P ,  t h e  s p e c i f i c  a m i n o  a c i d  a n d  t R N A  ( N o r r i s  & B e r g ,  1964;
A l l e n d e ,  A l l e n d e ,  G a t i c a ,  C e l l s ,  M o r a  & M a t a m a l a ,  1966;  B a l d w i n  
& B e r g ,  1966;  Y a r u s  & B e r g ,  1967) ,  a n d  f o r m s  a n  e n z y m e -  
a m i n o a c y l a d e n y l a t e  i n t e r m e d i a t e  c o m p l e x  ( N o r r i s  & B e r g ,  1964;  
L a g e r k v i s t ,  R y m o  & W a l d e n s t r o m ,  1966) .  In  m a m m a l i a n  c e l l s  t h e r e
a p p e a r s  to  b e  m o r e  t h a n  o n e  a m i n o  a c y l - t R N A  s y n t h e t a s e  f o r  c e r t a i n  
a m i n o  a c i d s ,  a s  m i t o c h o n d r i a l  s y s t e m s  h a v e  d i f f e r e n t  e n z y m e s  f r o m  
h o m o l o g o u s  c y t o p l a s m i c  s y s t e m s  ( N a s s ,  1969) ,  w h i l e  t h e r e  a p p e a r s  
to  b e  a  s i n g u l a r  r e l a t i o n s h i p  in  b a c t e r i a l  c e l l s  ( N i y o m p o r n ,  D a h l  & 
S t r o m i n g e r ,  1968) .  D u r i n g  t h e  r e a c t i o n ,  t h e  s y n t h e t a s e  m u s t  be  
a b l e  to  i n t e r a c t  w i t h  a  s p e c i f i c  r e g i o n  o f  t h e  t R N A  m o l e c u l e .  A t t e m p t s  
h a v e  b e e n  m a d e  to  l o c a t e  t h i s  a r e a  by  l i m i t e d  e n z y m i c  o r  c h e m i c a l  
m o d i f i c a t i o n  of  t h e  t R N A  a l o n e  ( H a r r i m a n  & Z a c h a u ,  1966;  L i n d a h l ,  
196 7 ;  S m i t h ,  1 969) ,  a l t h o u g h  s u c h  a n  a p p r o a c h  i s  l i k e l y  to  be  
i n c o n c l u s i v e .  F o r  e x a m p l e ,  m o d i f i c a t i o n  w h i c h  d i s r u p t s  b a s e - p a i r i n g ,  
a n d  t h e r e b y  i n a c t i v a t e s  t h e  c o d o n  r e c o g n i t i o n  f u n c t i o n  of  t h e  t R N A
36.
m a y  l e a v e  t h e  m o l e c u l e  s t i l l  c o m p e t e n t  to  i n t e r a c t  w i t h  t h e  
s y n t h e t a s e  e n z y m e .  A l t h o u g h  t h i s  a p p r o a c h ,  r e v i e w e d  b y  M i u r a  
(1 9 6 7 )  a n d  M a d i s o n  (1 9 6 8 ) ,  h a s  g i v e n  r i s e  to  d i s p a r i t y  in  r e s u l t s ,  
c o m p a r i s o n  o f  t h e s e  w i t h  r e s u l t s  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  a p p r o a c h e s  
h a v e  p r o v e d  e x t r e m e l y  v a l u a b l e .  In a  m o r e  d e f i n i t i v e  e x p e r i m e n t  
u t i l i z i n g  u.  v . - i r r a d i a t i o n  f o l l o w e d  b y  e n z y m i c  d i g e s t i o n  of  a m i n o a c y l  
a c c e p t o r  a n d  n o n  - a c c e p t o r  a l a n i n e - s p e c i f i c  t R N A  m o l e c u l e s , w h e r e  
c h a i n  c l e a v a g e  w a s  n o t  i n v o l v e d  i n  t h e  i n a c t i v a t i o n  r e a c t i o n ,  S c h u l m a n  
& C h a m b e r s  (1968)  i n d i c a t e d  t h a t  th e  b a s e - p a i r s  i n v o l v i n g  th e  5 th ,
6 t h  a n d  7 th  r e s i d u e s  f r o m  t h e  3 ' - e n d  a r e  i n v o l v e d  in  t h e  s y n t h e t a s e  
r e c o g n i t i o n ,  a n d  t h a t  t h e  o r d e r e d  s t r u c t u r e  o f  t h e  s t e m  r e g i o n  a n d  
p o s s i b l y  o t h e r  p a r t s  o f  t h e  m o l e c u l e  a r e  r e q u i r e d  f o r  r e c o g n i t i o n .  
G e f t e r  & R u s s e l l  (1 9 6 9 ) ,  b y  c h a r a c t e r i z a t i o n  of  s u p p r e s s o r  t y r o s i n e  
t R N A s  p r o d u c e d  o n  i n f e c t i o n  o f  E s c h . c o l i  w i t h  t h e  d e f e c t i v e  
t r a n s d u c i n g  p h a g e  BOd s u ^ ^ ,  h a v e  s h o w n  t h a t  " l o o p "  II ( F i g u r e  5) 
i s  n o t  i n v o l v e d  in  s y n t h e t a s e  r e c o g n i t i o n  in  t h a t  p a r t i c u l a r  t R N A .
O t h e r  p o s s i b l e  l o c a t i o n s  of  t h e  e n z y m e  a t t a c h m e n t  s i t e  a r e  in  th e  
l o o p  n e a r e s t  t h e  5 ' -  e n d  (L o o p  l) o f  t h e  t R N A  m o l e c u l e  o r  in  lo o p  III 
( D o c t o r ,  L o e b e l ,  S o d d  & W i n t e r ,  1969) .  C o n f l i c t i n g  r e s u l t s  h a v e  
m e a n t  t h a t  so  f a r  no  d e f i n i t e  l o c a t i o n  of  t h e  a t t a c h m e n t  s i t e  h a s  b e e n  
a s c e r t a i n e d  f o r  a n y  t R N A ,  a l t h o u g h  t h e r e  s e e m s  to  b e  no  i n h e r e n t  
r e a s o n  w h y  t h e  s a m e  r e g i o n  of  d i f f e r e n t  t R N A  m o l e c u l e s  s h o u l d  b e
37.
i n v o l v e d .
7 . 4 .  C o d in g  in  M e s s e n g e r  R N A
A f t e r  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  a m i n o a c y l - t R N A ,  t h e  t R N A  
m o l e c u l e  b e c o m e s  i n v o l v e d  in  b i n d in g  to t h e  r i b o s o m e s ,  in  r e c o g n i t i o n  
o f  a  u n i q u e  s e q u e n c e  of n u c l e o t i d e s  in  t h e  m R N A  a n d ,  f i n a l l y ,  in  
f o r m a t i o n  of t h e  p e p t i d e  b o n d .  M e s s e n g e r  R N A ,  b e a r i n g  t h e  b a s e  
s e q u e n c e  c o m p l e m e n t a r y  to  o n e  s t r a n d  o f  D N A ,.  i s  a c t i v e  in  
a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  r i b o s o m e s  a n d  a m i n o a c y l - t R N A  m o l e c u l e s .
T h e  r e a d i n g  o f  th e  i n f o r m a t i o n  in  t h e  m R N A  r e q u i r e d  f o r  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  i s  c o n t a i n e d  in  a  d e g e n e r a t e  t r i p l e t  n u c l e o t i d e  c o d e ,  a n d  
c o m m e n c e s ,  a t  l e a s t  in  b a c t e r i a l  s y s t e m s ,  a t  th e  5 ' - e n d  o f  t h e  m R N A ,  
w i th  t h e  s e q u e n c e  A U G  ( a n d  p e r h a p s  GUG) c o r r e s p o n d i n g  to 
N - f o r m y l m e t h i o n i n e  ( C l a r k  & M a r c k e r ,  1966;  S u n d a r a r a j a n  &
T h a c h ,  1966) .  R e a d i n g  i s  t e r m i n a t e d  b y  a  s e q u e n c e  c o n t a i n i n g  U G A, 
UAG o r  UAA ( L a s t ,  S t a n l e y ,  S a l a s ,  H i l l e ,  W a h b a  & O c h o a ,  1967;  
B r e n n e r ,  S t r e t t o n  & K a p l a n ,  1965) .  S y n o n y m  c o d o n s  a r e  p r o b a b l y  
r e c o g n i z e d  b y  d i f f e r e n t  ( i s o - a c c e p t i n g )  t R N A  m o l e c u l e s  s p e c i f i c  
f o r  t h e  s a m e  a m i n o  a c i d  (von  E h r e n s t e i n  & D i a s ,  1963;  G a l i z z i ,
1967;  W e i s b l u m ,  C h e r a y i l ,  B o c k  & S o i l ,  1967) .  In  v i t r o ,  o b v i o u s  
d i f f e r e n c e s  in  t h e  c o d in g  r e s p o n s e  of  s e v e r a l  a m i n o a c y l - t R N A s  h a v e  
b e e n  o b s e r v e d ,  r a n g i n g  f r o m  t h o s e  in  w h i c h  a t R N A  c a n  r e c o g n i z e  
o n l y  o n e  c o d o n  to  t h o s e  in  w h i c h  o n e  t R N A  c a n  r e c o g n i z e  u p  to  3
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c o d o n s  (Sol i ,  C h e r a y i l  & B o c k ,  1967) .  T h i s  m u l t i p l e  r e c o g n i t i o n  
i n v o l v e s  o n ly  t h e  t h i r d  ( 5 ’- )  b a s e  of t h e  m R N A  c o d o n  a n d  s e e m s  
l i k e l y  to  o c c u r  o n l y  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  p r e d i c t e d  b y  C r i c k  in  h i s  
W o b b le  H y p o t h e s i s  ( C r i c k ,  1966) .  M o r e  t R N A s  t h a n  a r e  r e q u i r e d  
to  b a l a n c e  t h e  d e g e n e r a t e  n a t u r e  o f  t h e  g e n e t i c  c o d e  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  
a n d  t h e s e  " e x t r a "  t R N A s  h a v e  b e e n  t e r m e d  " r e d u n d a n t "  (S o i l  &
R a j - B h a n d a r y ,  1967;  G o o d m a n ,  A b e l s o n ,  B a n d y ,  B r e n n e r  & S m i t h ,  
1 9 6 8 ) .
7 . 5 .  A n t i c o d o n  S i t e
T h e  p o s i t i o n  o f  t h e  a n t i c o d o n  s i t e  in  t h e  t R N A  h a s  b e e n  
s h o w n  to  o c c u r  in  l o o p  II o f  t h e  c l o v e r - l e a f  m o d e l  ( L e v i t t ,  1969) .
A s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  t h e  5 ' -  n u c l e o t i d e  of  t h e  a n t i c o d o n  t r i p l e t  
i s  f r e e  to  " w o b b l e " ,  a n d  b o t h  t h e  3 ' -  a n d  5 ' -  n u c l e o t i d e s  a d j a c e n t  to  
t h e  t r i p l e t  a r e ,  in  a l l  s p e c i e s  e x a m i n e d ,  r e s p e c t i v e l y ,  a n  u n m o d i f i e d  
o r  m o d i f i e d  A  a n d  a n  u n m o d i f i e d  U,
7. 6. B a s e  a n d  N u c l e o s i d e  M o d i f i c a t i o n
T h e  s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y  o f  t h e  t R N A  m o l e c u l e  i s  l i k e l y  
to  be  i m p o r t a n t  f o r  r i b o s o m e - b i n d i n g ,  f o r  c o d o n - a n t i c o d o n  i n t e r a c t i o n ,  
a n d  f o r  m a n o e u v r i n g  t h e  a m i n o a c y l  m o l e c u l e  in to  t h e  c o r r e c t  p o s i t i o n  
f o r  i t s  t r a n s f e r  o n  to  t h e  g r o w i n g  p e p t i d e  c h a i n .  I n t e r a c t i o n s  s i m i l a r  
to  t h o s e  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  in  s e c t i o n s  3, 2. a n d  3. 3 f o r  D N A  
e x i s t  b e t w e e n  n u c l e o t i d e s  in  t R N A  a n d  w i l l  a l s o  b e  d e p e n d e n t  on th e
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p r e s e n c e  of  s u b s t i t u e n t  g r o u p s  o n  th e  b a s e .
T h e  s e v e r a l  t y p e s  of  u n u s u a l  b a s e  in  t R N A  a r e  i n t r o d u c e d  a t  
d i f f e r e n t  p o i n t s  in  i t s  s y n t h e s i s .  T h i o l a t i o n ,  w h i c h  o c c u r s  in  a  t R N A  
p r e c u r s o r  m o l e c u l e  a t  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  l e v e l ,  p r o d u c e s  t h e  m i n o r  
c o m p o n e n t s  4 - t h i o u r a c i l  ( L i p s e t t ,  1965) ,  2 - t h i o c y t o s i n e ,  5 
m e t h y l a m i n o m e t h y l - 2 " t h i o u r a c i l  ( C a r b o n ,  D a v i d  & S t u d i e r , 1968) ,  
o r  Z - m e t h y l t h i o - N ^ - i s o p e n t e n y l a d e n o s i n e  ( B u r r o w s ,  A r m s t r o n g ,  
S k o o g ,  H e c h t ,  B o y l e ,  L e o n a r d  & O c c o l o w i t z ,  1968) .  O t h e r  
c o m p o u n d s  i n t r o d u c e d  a t  th e  p o l y n u c l e o t i d e  l e v e l  a r e  p s e u d o u r i d i n e  
(C o h n ,  I9 6 0 )  a n d  n 6 - a c e t y l c y t b s i n e  ( M a d i s o n ,  1968) ,  w h i l e  
d i h y d r o u r a c i l  ( M a d i s o n  & H o l l e y ,  196 5) a n d  h y p o x a n t h i n e  ( H o l l e y ,  
E v e r e t t ,  M a d i s o n  & Z a m i r ,  1965)  a r e  u t i l i z e d  a s  n u c l e o s i d e  
t r i p h o s p h a t e s  a t  t h e  t i m e  of  t r a n s c r i p t i o n .  A s  l i s t e d  in  T a b l e  1, 
a  w i d e  v a r i e t y  of u n u s u a l  b a s e s  a n d  n u c l e o s i d e s  of t h i s  k i n d  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d ,  a n d  i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  m o r e  l a b i l e  m o d i f i c a t i o n s  r e m a i n  
to be  i d e n t i f i e d .  H o w e v e r ,  o f  a l l  t h e  b a s e  m o d i f i c a t i o n s  p r e s e n t  in  
t R N A ,  q u a n t i t a t i v e l y  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  a r e  t h e  m e t h y l a t e d  b a s e s  
a n d  n u c l e o s i d e s .  T h e s e  a r e  i n s e r t e d  a t  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  l e v e l ,  a n d  
n a t u r a l l y - o c c u r r i n g  e x a m p l e s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  1, a n d  t h e  s t r u c t u r e s  
o f  s o m e  d e p i c t e d  in  . F i g u r e  2.
7. 7. D i s t r i b u t i o n  o f  M o d i f i c a t i o n s
S e v e r a l  m o d i f i e d  b a s e s  a r e  p o s i t i o n e d  n e a r  t h e  5 ' -  t e r m i n u s
40 .
o f  t h e  tR N A  m o l e c u l e ,  b u t  t h e  m a j o r i t y  ( a b o u t  80%) i s  p r e s e n t  in
s i n g l e  - s t r a n d e d  " l o o p e d "  r e g i o n s .  T h o s e  i n  a  d o u b l e - s t r a n d e d
p a r t  of t h e  m o l e c u l e  a r e .  g e n e r a l l y  in  j u x t a p o s i t i o n  t o  a  lo o p ,  a l t h o u g h
5 ~ m C  i n  p h e n y l a l a n i n e  t R N A  i s  n o t  ( M a d i s o n ,  1968) .  T h i s  i s
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  m é t h y l a t i o n  i n  m a n y  p o s i t i o n s  in  b a s e s
r e d u c e s  t h e i r  b a s e - p a i r i n g  a b i l i t y ,  w h e r e a s  in  th e  f o r m a t i o n  of
5 - m e t h y l c y t o s i n e  f r o m  c y t o s i n e  t h a t  a b i l i t y  i s  e n h a n c e d .
N o t  o n ly  do  t R N A  m o l e c u l e s  s h a r e  t h e  g e n e r a l  p r o p e r t y  of
c a r r y i n g  t h e  m o d i f i e d  b a s e s  in  n o n - H - b o n d e d  r e g i o n s ,  b u t  t h e  b a s e s
a r e  a l s o  o f t e n  p r e s e n t  i n  c o m m o n  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s .  F o r  e x a m p l e ,
N^  - i s o p e n t e n y l a d e n o s i n e  a n d  2 - m e t h y l t h i o - N ^  - i s o p e n t e n y l a d e n o s i n e
a r e  l o c a t e d  n e x t  t o  t h e  3 ' - e n d  of  t h e  a n t i c o d o n  s i t e  (H a l l ,  R o b i n s ,
St  a  s i n k  & T h e d f o r d ,  1966 ;  B u r r o w s ,  A r m s t r o n g ,  Skoog ,  H e c h t ,  B o y l e ,
L e o n a r d  & O c c o l o w i t z ,  196 8; H a r a d a ,  G r o s s ,  K i m u r a ,  C h a n g ,
N i s h i m u r a  & R a j  B h a n d a r y ,  1968;  G e f t e r  & R u s s e l l ,  196 9), a n d
t h i s  s p e c i f i c  b a s e  m o d i f i c a t i o n  i s  a l m o s t  c e r t a i n l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e
b i n d i n g  of t h e  t R N A  t o  t h e  r i b o s o m e  m R N A  c o m p l e x  ( G e f t e r  & R u s s e l l ,
1969) .  H e t e r o l o g o u s  tR N A  f r o m  r a t  l i v e r  a n d  y e a s t  h a v e  t h e  s a m e
6 o l i g o n u c l e o t i d e s  s u r r o u n d i n g  1 - m e t h y l a d e n i n e  A ( B a g u l e y  h  S t a e h e l i n ,
1969) ,  a n d  3 h o m o l o g o u s  y e a s t  t R N A s  h a v e  t h e  s e q u e n c e  - G p C p G p C p  - i n
t h e  s a m e  p o s i t i o n ,  i n  e a c h  c a s e  t h e  s e c o n d  G b e i n g  p r e s e n t  a s  
2N - d i m e t h y l g u a n o s i n e . A b a s e  m o d i f i c a t i o n  c l o s e  to  t h e  3 ' -  OH e n d
41.
o f  t R N A  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  b o t h  in  E s  c h . c o l i  a n d  r a t  l i v e r  t R N A  
( L a g e r k v i s t  & B e r g ,  1962;  H e r b e r t  & W i l s o n ,  1962) ,  a n d  i t  s e e m s  
l i k e l y  t h a t  o t h e r  s u c h  s i m i l a r i t i e s  a m o n g  t R N A s  w i l l  e m e r g e .
T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  m o d i f i e d  b a s e s  r e p o r t e d  a b o v e  s u g g e s t s  t h a t ,  
i n  a d d i t i o n  t o  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e  s u r r o u n d i n g  a  b a s e ,  t h e  a c c e s s i b i l i t y  
o f  t h a t  b a s e  t o  t h e  m o d i f y i n g  e n z y m e ( s )  i s  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  in  d e t e r ­
m i n i n g  i t s  m o d i f i c a t i o n .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  m e t h y l a t e d  b a s e s  w i l l  b e  f o u n d  
i n  s i m i l a r  p o s i t i o n s  i n  t R N A s  w h e r e  a  c o m m o n  f u n c t i o n  i s  r e q u i r e d ;  
h o w e v e r ,  w h e r e  o n e  t R N A  m o l e c u l e  i s  i n v o l v e d  i n  a  s p e c i f i c  f u n c t i o n ,  a 
m e t h y l a t e d  b a s e  w i l l  p r o b a b l y  b e  f o u n d  t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  d i s t i n g u i s h i n g  r o
7 . 8 .  T r a n s f e r  R N A  M e t h y l a s e s
T r a n s f e r  R N A  m e t h y l a s e  e n z y m e s  c a t a l y z e  t h e  t r a n s f e r  of a n  
i n t a c t  m e t h y l  g r o u p  f r o m  a n  a c t i v a t e d  m e t h i o n i n e  m o l e c u l e  ( S - a d e n o s y l -  
m e t h i o n i n e )  t o  a  C - ,  o r  N - a t o m  of a  p u r i n e  o r  p y r i m i d i n e  b a s e ,  o r  a n  
O - a t o m  of  r i b o s e  i n  a  p r e c u r s o r  tR N A  m o l e c u l e  (cf .  F i g u r e  3).  E n z y m e  
a c t i v i t y  i s  l o c a t e d  m a i n l y  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  of c e l l s  ( H u r w i t z ,  
G o l d  & A n d e r s ,  1964 ;  T s u t s u i ,  S r  i n i  v a s  an  & B o r  ek ,  1966;  B u r  don,  
M a r t i n  & L a i ,  1967;  B a g u l e y  & S t a e h e l i n ,  1968;  R o d e h ,  F e l d m a n  & 
L i t t a u e r ,  1967)  a l t h o u g h  t R N A  i s  a p p a r e n t l y  s y n t h e s i z e d  i n  t h e  n u c l e u s .
S e v e r a l  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  a r e  p r e s e n t  i n  a n y  one  
s y s t e m .  F o r  e x a m p l e ,  H u r w i t z ,  G o ld  & A n d e r s  (1964)  s e p a r a t e d
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6 e n z y m e  f r a c t i o n s  f r o m  E s c h.  c o l i ;  N i c h o l s  & L a n e  (1968)  
m e a s u r e d  6 b a s e  m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  a n d  3 s u g a r  m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  
in  v i t r o  w i t h  E s c h . c o l i  e x t r a c t s ;  a n d  S v e n s s o n ,  B j b r k  & L u n d a h l  
(1969 ) s e p a r a t e d  8 e n z y m e  f r a c t i o n s  f r o m  S a c c h a n o m y c e s  c e r e v i s i a e .
T h e  s u b s t r a t e  t R N A  g e n e r a l l y  u s e d  in  v i t r o  i s  e x t r a c t e d  in  a n  
u n d e r m e t h y l a t e d  f o r m  f r  o m  E s c h. c o l i  M l  2 ( 5 8 - 1 6 1 ) ,  w h i c h  e x h i b i t s  
r e l a x e d  c o n t r o l  o v e r  R N A  s y n t h e s i s  in  t h e  a b s e n c e  o f  m e t h i o n i n e  
( M a n d e  1 & B o r e k ,  1 963) .  T r a n s f e r  R N A  m e t h y l a s e  w i l l  m e t h y l a t e  
h o m o l o g o u s  s u b s t r a t e  o n l y  i f  i t  i s  m e t h y l - d e f i c i e n t  (G o ld ,  H u r w i t z  
& A n d e r s ,  196 3; S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  196 3; S v e n s s o n ,  B o w m a n ,  
E r i k s s o n  & K j e l l i n ,  1963) ;  t h u s  m e t h y l - d e f i c i e n t  tR N A  c a n  f i r s t  b e  
m e t h y l a t e d  b y  h o m o l o g o u s  e n z y m e s  a n d  t h e n  s u p e r  m e t h y l a t e d  b y  
h e t e r o l o g o u s  e n z y m e s  i n  v i t r o .  E x t r a c t s  f r o m  t u m o u r s  h a v e  h i g h e r  
t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  t h a n  e x t r a c t s  f r o m  s i m i l a r  " n o r m a l "  t i s s u e s ,  
a n d  c a n  s u p e . r m e t h y l a t e  tR N A  f r o m  t h e s e  t i s s u e s ,  a s  d e s c r i b e d  f o r  
K r e b s  II a s c i t e s  t u m o u r  c e l l s ,  S V 4 0 - i n d u c e d  t u m o u r s ,  a d e n o v i r u s  - 12 - 
i n d u c e d  t u m o u r s ,  m u r i n e  l e u k e m i a  v i r u s - i n d u c e d  t u m o u r s ,  N o v i k o f f  
h e p a t o m a  t u m o u r s ,  a n d  i n  t i s s u e s  of  r a t  w i t h  D u n n i n g  l e u k e m i a  
( B u r d o n ,  1966;  T s u t s u i ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  1966;  M i t t e l m a n ,  H a l l ,  
Y o h n  & G r a c e ,  1967;  S i l b e r ,  G o l d s t e i n ,  B e r m a n ,  D e c t e r  & F r i e n d ,  
.1967 ;  M c F a r l a n e  & S h a w ,  1968 ,  B a g u l e y  & S t a e h e l i n ,  1968;  H a c k e r
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M a n d e l ,  1969) .  T h i s  e l e v a t e d  enzy ia ie  a c t i v i t y  i n  t u m o u r  t i s s u e  
e x t r a c t s  m a y  be  r e l a t e d  t o  t h e  a p p e a r a n c e  o f  n e w  s p e c i e s  o f  tR N A .
F o r  e x a m p l e ,  in  N o v i k o f f  h e p a t o m a  c e l l s ,  8 n e w  s p e c i e s  o f  tR N A  
c a n  b e  s e p a r a t e d ,  p e r h a p s  b e c a u s e  of a l t e r e d  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  
o w in g  to  a d d i t i o n a l  m é t h y l a t i o n  of p r e - e x i s t i n g  m o l e c u l e s ,  o r  o w in g  
t o  t h e  p r o d u c t i o n  of  t R N A  m o l e c u l e s  w i t h  a n e w  p r i m a r y  s t r u c t u r e  
( B a l i g a ,  B o r e k ,  W e i n s t e i n  & S r i n i v a s a n ,  196 9). H o w e v e r ,  K a y e  & 
L e b o y  (196 8) f i n d  t h a t ,  i n  v i t r o ,  t h e  a c t i v i t y  of  t h e  tR N A  m e t h y l a s e s  
i s  i o n - d e p e n d e n t , '  a n d  t h a t ,  i f  " o p t i m a l "  i o n i c  c o n d i t i o n s  a r e  e m p l o y e d ,  
e x t r a c t s  of " n o r m a l "  a n d  t u m o u r - b e a r i n g  t i s s u e  m e t h y l a t e  tR N A  a t  
t h e  s a m e  r a t e ,  t o  t h e  s a m e  e x t e n t  a n d  w i t h  s i m i l a r  s p e c i f i c i t y .
C l e a r l y  f u r t h e r  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e s e  e n z y m e  s y s t e m s  i s  r e q u i r e d  
t o  d i f f e r e n t i a t e  m e a n i n g f u l l y  b e t w e e n  " n o r m a l "  a n d  t u m o u r  c e l l s  in  
t h i s  r e s p e c t .
7 . 9 .  E f f e c t  o f  V i r u s  on T r a n s f e r  R N A  M é t h y l a t i o n
B a c t e r i o p h a g e - i n f e c t i o n  h a s  w i d e s p r e a d  e f f e c t s  on  t R N A  
m é t h y l a t i o n .  T h e  c o l i  p h a g e  T 1 c a u s e s  n o  a l t e r a t i o n  i n  e x t e n t  o r  t y p e  
of  m é t h y l a t i o n ,  w h e r e a s  c o l i  p h a g e  T2 p r o d u c e s  a  d i f f e r e n t  b a s e  
m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  i n  t R N A  a f t e r  I n f e c t i o n ,  c a u s e d  b y  c h a n g e s  i n  
t h e  r e l a t i v e  l e v e l s  o f  t h e  b a s e - s p e c i f i c  m e t h y l a s e s  ( W a in f a n ,
S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  19 65 ) .  B a c t e r i o p h a g e  T 4 - i n f e c t i o n  o f  E s ch .  c_q^
44 .
a l s o  a l t e r s  t h e  b a s e - m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s ,  p e r h a p s  t o  c o p e  w i t h  
t h e  p h a g e  T 4 - s p e c i f i e d  t R N A  ( B o e z i ,  A r m s t r o n g  &: D e  B a c k e r ,  1967;  
D a n i e l ,  S a r i d  & L i t t a u e r ,  1968;  W e i s s ,  H s u ,  F  of t  & S c h e r b e r g ,  1968) .  
O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  r e d u c e d  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i s  t h e  r e s u l t  of 
i n d u c t i o n  i n  a  l y s o g e n i c  s t r a i n  of  E s c h .  c o l i  K 12 ( '^*^ )> a p p a r e n t l y  
o w in g  t o  i n h i b i t i o n  o f  h o s t  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  b y  a  d i a l y z a b l e  p r o d u c t  
o f  t h e  i n f e c t i o n  ( W a in f a n ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  1966) .
C a r c i n o g e n i c  v i r u s e s  i n d u c e  t u m o u r s  w h i c h  e x h i b i t  h i g h  l e v e l s  
o f  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y .  In  c o n t r a s t ,  t h e  r a t e  of tR N A  m é t h y l a t i o n  
i n  p o l i o - i n f e c t e d  H E p - 2  c e l l s  i s  one  t h i r d  t h a t  of c o n t r o l  c e l l s  ( G r a d o ,  
F r i e d l e n d e r ,  I h l  & C o n t r e r a s ,  1968) ,  b u t  b a s e  a n a l y s i s  r e v e a l s  
f o r m a t i o n  o f  6 - m e t h y l a d e n o s i n e  w h i c h  i s  a b s e n t  i n  h o s t  c e l l s .  In  
t h e  c a s e  of F M D V ,  4 S R N A  m é t h y l a t i o n  i s  i n h i b i t e d  b y  57% a f t e r  one  
h o u r  of i n f e c t i o n ,  a l t h o u g h  n o  tR N A  m e t h y l a s e  i n h i b i t o r  c a n  b e  
d e t e c t e d  ( A s c i o n e  & V a n d e  W o u d e ,  196 9). T h e r  e  ^a r e  n o  r e p o r t s  on 
t h e  e f f e c t s  of a  D N A - c o n t a i n i n g  a n i m a l  v i r u s  on tR N A  m é t h y l a t i o n  i n  
c e l l  c u l t u r e  s y s t e m s .
8. O N C O G E N I C  V I R U S E S
T h e  s e q u e n c e  of e v e n t s  d e s c r i b e d  in  S e c t i o n s  2, 3 a n d  2, 5 f o r  
t h e  e c l i p s e  p h a s e  of H S V  g r o w t h  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  f o l l o w e d  v /h e n  a n  
o n c o g e n i c  D N A  v i r u s  i n f e c t s  a c e l l  i n  v i t r o .  T h e s e  v i r u s e s ,  t h e
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p a p o v a  v i r u s e s  ( p o l y o m a  v i r u s ,  SV40,  t h e  p a p i l l o m a  v i r u s e s )  a n d  
t h e  a d e n o v i r u s e s  p r o d u c e  e i t h e r  a  c y t o p a t h i c  e f f e c t  o r  c a u s e  
t r a n s f o r m a t i o n  d e p e n d i n g  to  a  l a r g e  e x t e n t  on  t h e  t y p e  of c e l l  u s e d  
a s  h o s t .  T r a n s f o r m a t i o n  i s  d e f i n e d  a s  " a  h e r i t a b l e  c h a n g e  in  t h e  
p r o p e r t i e s  of a  c e l l  s u b s e q u e n t  t o  v i r u s  i n f e c t i o n  w h i c h  i s  m a n i f e s t e d  
b y  t h e  l o s s  of t h e  r e g u l a t o r y  r e s t r a i n t s  of i t s  g r o w t h  p o t e n t i a l " .
P r o t e i n s  w h i c h  a r e  s y n t h e s i z e d  l a t e  i n  t h e  g r o w t h  c y c l e  o f  a  p r o d u c t i v e l y  
g r o w i n g  o n c o g e n i c  v i r u s  do  n o t  a p p e a r  i n  t r a n s f o r m e d  c e l l s ,  b u t  s o m e  
" e a r l y "  p r o t e i n s ' d o .  I n c l u d e d  a m o n g s t  t h e s e  a r e  s o m e  e n z y m e s  
r e l a t e d  t o  n u c l e i c  a c i d  s y n t h e s i s  (Kit ,  D u b b s ,  de  T e r r e s  & M e l n i c k ,
1965 ;  H a r t w e l l ,  V o g t  & D u l b e c c o ,  1965;  K i t ,  D u b b s ,  F r e a r s o n  & 
M e l n i c k ,  1 966) .  E i t h e r  t h e  v i r a l  g e n o m e  o r  a  v i r a l  . m R N A  i n d u c e s  
h o s t  e n z y m e s  o f  t h e  D N A  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  a n d  h o s t  D N A  s y n t h e s i s  
i s  s t i m u l a t e d ,  b u t  t h e r e  d o e s  n o t  s e e m  t o  b e  a n y  s y n t h e s i s  o f  v i r a l  
DN A  ( G e r s h o n ,  H a u s e n ,  S a c h s  & W i n o c o u r ,  1965;  G e r s h o n ,  S a c h s  & 
W i n o c o u r ,  1966 ; ' She  i n i  n, 196 6 ) .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  t h e  v i r a l  g e n o m e  i s  
i n t e g r a t e d  i n t o  t h e  h o s t  c e l l  g e n o m e  ( T o d a r o  & G r e e n ,  1966;  S a u e r  & 
D e f e n d i ,  1 966) .  I t  i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  t h e  v i r a l  DN A  i s  l i n k e d  to  
t h e  c e l l u l a r  DNA b y  a l k a l i  - s t a b l e  c o v a l e n t  l i n k a g e s  a s  one  l a r g e  p i e c e  
a t  a  s i n g l e  s i t e ,  o r  c o n n e c t e d  a t  m u l t i p l e  s i t e s  a f t e r  m a n y  i n d i v i d u a l  
i n s e r t i o n s  ( S a m b r o o k ,  W e s t p h a l ,  S r i n i v a s a n  & D u l b e c c o ,  1968) .
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W h e n  c e l l s  a r e  p r o d u c t i v e l y  i n f e c t e d  w i t h  o n c o g e n i c  v i r u s e s ,  t h e  
n o r m a l  p r o c e s s e s  r e q u i r e d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  of  p r o g e n y  v i r u s  m u s t  
t a k e  p l a c e .  I n c l u d e d  i n  t h e s e  i s  t h e  s y n t h e s i s  of e n z y m e s  i n v o l v e d  
in  n u c l e i c  a c i d  s y n t h e s i s ,  e . g .  i n  p o l y o m a - i n f e c t e d  c e l l s ,  D N A  
p o l y m e r a s e ,  w h o s e  a c t i v i t y  i s  i n c r e a s e d  ( H a r t w e l l ,  V o g t  & D u l b e c c o ,  
1965) ,  i s , a t  l e a s t  p a r t l y ,  a  v i r u s - i n d u c e d  e n z y m e  ( S m a r t ,  F r i e d  &
P i t t s ,  1967) ,  a n d  t h y m i d i n e  k i n a s e  a c t i v i t y  i s  i n c r e a s e d  (S h e in in ,  1966), 
H o w e v e r ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  s i t u a t i o n  i n  m o s t  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s ,  
D N a s e  a c t i v i t y  i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  ( F r i e d  & P i t t s ,  1968) .
C o n t r o l  of w h e t h e r  e v e n t s  l e a d  t o  t r a n s f o r m a t i o n  o r  to  c y t o p a t h i c  
e f f e c t  i n  o n c o g e n i c  v i r u s  i n f e c t i o n  i s  unien o w n .
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S
1. M A T E R I A L S
1 . 1 .  C h e m i c a l s  a n d  A n a l y t i c a l  M a t e r i a l s
A l l  c h e m i c a l s  w e r e ,  w h e r e  p o s s i b l e ,  " A n a L a r "  g r a d e ,  o r  
i t s  e q u i v a l e n t ,  a n d  w e r e  p u r c h a s e d  m a i n l y  f r o m  B. D. H. , P o o l e ,
D o r s e t ;  H o p k i n s  & W i l l i a m s ,  L td .  , L o n d o n ,  o r  S i g m a  C h e m i c a l  C o .  , 
L o n d o n :  C s C l  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  H a r s h a w  C h e m i c a l  C o .  , C l e v e l a n d ,
O h io ;  m a t e r i a l s  f o r  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  f r o m  N u c l e a r  
E n t e r p r i s e s ,  L t d . ,  E d i n b u r g h ;  L - a m i n o  a c i d s ,  n u c l e o s i d e s  a n d  b a s e s ;  
D N a s e  I, p h o s p h o l i p a s e ; E s c h .  c o l i  B tR N A ,  a n d  DN A  f r o m  d i f f e r e n t  
s p e c i e s  f ro m .  S i g m a  C h e m i c a l  Co .  , L o n d o n ,  C a l b i o c h e m  I n c ,  , L o s  
A n g e l e s ,  o r  S c h w a r t z  B i o R e s e a r c h  I n c .  , O r a n g e b u r g ,  N e w  Y o r k ;  
a g a r o s e  p o w d e r  f r o m  L ' I n d u s t r i e  B i o l o g i e  F r a n ç a i s e ,  S . A . ,
G e n n e v i l l i e r s ,  F r a n c e ;  W h a t m a n  1 M M  a n d  3 M M  c h r o m a t o g r a p h y  
p a p e r ,  D o w e x  1-X8 a n d  A m b e r l i t e  C G - 5 0  f r o m  H.  R e e v e  A n g e l  & Co.  
L t d . ,  L o n d o n ;  c e l l u l o s e  a c e t a t e  m e m b r a n e  f i l t e r s  ( 0 . 4 5  p p o r e  s i z e )  
f r o m  M i l l i p o r e  F i l t e r  C o r p o r a t i o n ,  B e d f o r d ,  M a s s .  ; a n d  î n d u s t r e  
X - r a y  f i l m ,  t y p e  D f r o m  K o d a k ,  L td .
1 . 2 .  R a d i o a c t i v e  M a t e r i a l
R a d i o a c t i v e  c o m p o u n d s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  t h e  R a d i o c h e m i c a  
C e n t r e ,  A m e r  s h a m ,  B u c k s .
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1 . 3 .  V i r u s  a n d  T i s s u e  C u l t u r e  C e l l s
V i r u s e s  u s e d  in  t h i s  s t u d y  w e r e  H e r p e s  S i m p l e x  V i r u s  
(HSV) s t r a i n  a of  H F E M  ( R u s s e l l ,  G o ld ,  K e i r ,  O m u r a ,  W a t s o n  & 
W i ld y ,  1 964) ,  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  ( K a p l a n  &: V a t t e r ,  1959) ,  a  g i f t  
f r o m  W. S h e p h e r d .
T i s s u e  c u l t u r e  c e l l s  w e r e  a  c o n t i n u o u s  l i n e  of  h a m s t e r  
f i b r o b l a s t s ,  B H K 2 1 / C 1 3 ,  a s  d e s c r i b e d  b y  M a c p h e r s o n  & S t o k e r  (1962) ,  
o r  h u m a n  e p i d e r m o i d  c a r c i n o m a  c e l l s  (H E p -Z )  a s  d e s c r i b e d  b y  M o o r e ,  
S a b a c h e w s k y  & T o o l a n ,  (1955) ( c u l t u r e d  b y  W. S h e p h e r d ) .
2. C O M P O S I T I O N  O F  M E D I U M
2 . 1 .  E a g l e ' s  M e d i u m
A  m o d i f i c a t i o n  of  E a g l e ' s  m e d i u m  ( B u s b y ,  H o u s e  &c 
M a c d o n a l d ,  1 964) c o n t a i n i n g  100 u n i t s / m l  P e n i c i l l i n ,  100 p g / m l
S t r e p t o m y c i n ,  0 . 2  p g / m l  of  t h e  a n t i m y c o t i c  a g e n t  n - b u t y l ,
R - h y d r o x y l b e n z o a t e  a n d  0. 002%  w / v  p h e n o l  r e d  w a s  u s e d .
2 . 2 .  M e d i a  f o r  C e l l  a n d  V i r u s  G r o w t h
2 . 2 .  1. T r y p t o s e  P h o s p h a t e  B r o t h  c o n s i s t e d  of  a  2. 95% w / v  
s o l u t i o n  of  t r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  (D i fco  B a c t o )  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .
2 . 2 . 2 .  E C  10 (Z) c o n t a i n e d  10% v / v  (o r  2% v / v )  C a l f  S e r u m  i n  
E a g l e ' s  M e d i u m .
2 . 2 . 3 .  E C 2 F  £K%me-y c o n t a i n e d  2% v / v  c a l f  s e r u m ,  20 m M
s o d i u m  f o r m a t e  a n d  x% n o r m a l  c o n c e n t r a t i o n  of m e t h i o n i n e  i n  E a g l e ' s  
m e d i u m .  DO ^  iy) & 1 i  o n / /i -e i*) o s lOôyoi N.
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2 . 2 . 4 .  E H u 2  c o n t a i n e d  2% v / v  p o o l e d  h u m a n  s e r u m  in  E a g l e ' s  
m e d i u m .
2 . 3 .  S o l u t i o n s
2.  3. 1. P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  (A) (P B S (A ))  w a s  a  s o l u t i o n  of
0 .  17 M - N a C l ,  3 . 4  m M " K C l .  10 m M - N a ^ H P O ^  a n d  2 m M - K  H ^ P O ^ ,  
p H  7 . 4  ( D u l b e c c o  & V og t ,  1954) .
2 .  3 . 2 .  T r i s  - s a l i n e  w a s  a  s o l u t i o n  of 2 5 m M - t r i s - H C l  b u f f e r ,
p H  7 . 4 ,  0. 14 M - N a C l ,  5 m M - K C l ,  0. 7 m M - N a  H P O  a n d  5 m M -
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d e x t r o s e  c o n t a i n i n g  0. 002 % w / v  p h e n o l  r e d ,  100 u n i t s / m l  P e n i c i l l i n  
a n d  100 p g / m l  S t r e p t o m y c i n .
2 .  3. 3. V e r s e n e  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  of E D T A  d i s s o l v e d  to  0. 6 m M
i n  P B S ( A ) ,  t o  w h i c h  0.  002%  w / v  p h e n o l  r e d  w a s  a d d e d .
2 . 3 . 4 .  T r y p s i n - v e r s e n e  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  of 1 v o l u m e  of  0. 25% 
w / v  t r y p s i n  s o l u t i o n  ( D i f c o  t r y p s i n  i n  T r i s - s a l i n e )  i n  4 v o l u m e s  of
0. 6 m M - E D T A .
2 .  3. 5. F o r m o l  s a l i n e  c o n s i s t e d  of 4% v /  v  f o r m a l d e h y d e  i n  85 m M  -
N a C l  a n d  0. 1 M - N a ^ S O ^ ,  d i l u t e d  one  i n  t e n .
2. 3. 6.  G i e m s a  s t a i n  w a s  a  1. 5% w / v  s u s p e n s i o n  of  G i e m s a  i n
g l y c e r o l ,  h e a t e d  a t  56  ^ f r o m  90 t o  120 m i n .  I t  w a s  u s e d  d i l u t e d  w i t h  
a n  e q u a l  v o l u m e  of  m e t h a n o l  ( D a c i e ,  1 956) .
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2 . 3 .  7. T o lu ic l in e  b l u e  w a s  u s e d  a s  a  0. 05% w / v  s o l u t i o n  i n
d i s t i l l e d  w a t e r .
2.  3. 8. S t a n d a r d  s a l i n e  c i t r a t e  (S . S . C. ) w a s  a s o l u t i o n  of
0. 15 M - N a C I  a n d  15 m M - t r i s  o d i u m  c i t r a t e ,  pH 7 . 0 .
2 . 3 .  9. R .  S. B. w a s  a n  i s o t o n i c  b u f f e r  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 0 1  M -
t r i s - H C l  b u f f e r ,  pH 7 . 4 ,  0 . 0 1  M - K C l  a n d  0 . 0 0 1 5  M - M g C l ^  ( B e c k e r  & 
J o k l i k ,  1964) .
2 . 3 .  10. C h l o r o f o r m / i s o  - a m y l a l c o b o l  m i x t u r e  c o n s i s t e d  of 24 p a r t s  
c h l o r o f o r m  t o  1 p a r t  i s o - a m y l a l c o h o l .
2o 3.  11. P h e n o l  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  b y  s a t u r a t i n g  f r e s h l y  
d i s t i l l e d  p h e n o l  w i t h  t h e  b u f f e r  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l  o r  v i r u s  p r e p a r a t i o n .  
In  s o m e  c a s e s  8 - h y d r o x y q u i n o l i n e  w a s  a d d e d  a s  a  p r e s e r v a t i v e  t o  a  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  of  0. 1% w / v .
2 . 4 .  S u s p e n s i o n s
2 . 4 .  1. B e n t o n i t e  w a s  u s e d  a s  a n  a p p r o x i m a t e l y  2. 5% w / v  s t e r i l e  
s u s p e n s i o n  p r e p a r e d  b y  a  m o d i f i c a t i o n  of t h e  m e t h o d  of  S i n g e r  & 
F r a e n k e l - C o n r a t  (1961)  a s  f o l l o w s ;  b e n t o n i t e  p o w d e r ,  w a s h e d  w i t h  
w a t e r ,  w a s  l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a s  a s u s p e n s i o n  i n  0. 1 M - E D T A ,  
pH  7. 0. T h e  t o p  p a r t  of  t h e  s e d i m e n t  f o r m e d  a f t e r  25,  OOOg f o r  30 m i n  
w a s  r e s u s p e n d e d  in  0, 02 M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  pH  7. 5, a u t o c l a v e d ,  a n d  
s t o r e d  a t  4  .
2 . 4 . 2 .  " M a c a l o i d "  ( f r o m  N a t i o n a l  L e a d  Co.  , H o u s t o n ^ T e x a s )  w a s
50.
a 2.  5% V//V s t e r i l e  s u s p e n s i o n  i n  w a t e r ,  d i l u t e d  1 0 0 0 - f o l d  f o r  u s e .
2 . 4 . 3 .  K i e s e l g u h r  ( f r o m  K o c h  L i g h t  L a b o r a t o r i e s ,  L t d . ,  C o l n b r o o k
B u c k s )  w a s  p u r i f i e d  b y  e x t e n s i v e l y  w a s h i n g  t h e  c r u d e  p r e p a r a t i o n  w i t h
I M - N a O H ,  d i s t i l l e d  w a t e r ,  I M - H C l  a n d  f i n a l l y  t o  n e u t r a l i t y  w i t h
d i s t i l l e d  w a t e r .  I t  w a s  t h e n  d r i e d  a n d  c r u s h e d  t o  a  p o w d e r .  T e n  g
of t h i s  w a s  s u s p e n d e d  i n  0. I M - N a C l ,  50 m M - N a  H P O '  - N a  H P O
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b u f f e r ,  p H  6 . 3  a n d  b o i l e d  f o r  1 m i n .  A f t e r  c o o l i n g ,  25  m g  f r e s h l y
d i s s o l v e d  N - m e t h y l a t e d  a l b u m i n  ( M a n d e  11 H e r s h e y ,  1969) ,  w a s  m i x e d  
w i t h  t h e  50 m l  s u s p e n s i o n  of K i e s e l g u h r  t o  g iv e  m e t h y l a t e d  a d b u m i n  
K i e s e l g u h r  (M A K ).
3 .  C E L L  A N D  V IR U S  G R O W T H
3 . 1 .  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l  C u l t u r e
3 .  1, 1, C e l l  g r o w t h .  T h e  B H K 2 1 /  C l  3 c e l l  l i n e  w a s  m a i n t a i n e d
b y  s u b  c u l t u r i n g  c o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  of c e l l s .  M o n o l a y e r s  i n  80 oz .  
r o l l e r  b o t t l e s  ( o r  40 oz .  R o u x  b o t t l e s )  w e r e  w a s h e d  w i t h  20 m l  (8 m l )
w a r m e d  v e r s e n e  a n d  t h e  c e l l s  r e m o v e d  b y  s h a k i n g  a f t e r  a  f e w  m i n u t e s
of  c o n t a c t  w i t h  20 m l  (8 m l )  t r y p s i n - v e r  s e n e . A f t e r  i n h i b i t i o n  of  t h e
t r y p s i n  a c t i v i t y  w i t h  2 m l  c a l f  s e r u m ,  t h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d ,  
a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  (400 g, 5 m i n ) ,  i n  E C  10. T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  
d i s p e n s e d  i n t o  r o l l e r  b o t t l e s  o r  R o u x  b o t t l e s  i n  180 m l  (o r  60 m l )  E C  10
5a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of  a p p r o x i m a t e l y  10 c e l l s / m l .  A f t e r  g a s s i n g  to
51.
g iv e  an  a t m o s p h e r e  of  5% CO ^,  95% a i r ,  t h e  v e s s e l s  w e r e  i n c u b a t e d
a t  37 f o r  2 - 3  d a y s ,  b y  w h i c h  t i m e  t h e  c e l l s  h a d  d i v i d e d  in to
c o n f l u e n t  m o n o l a y e r s .  C e l l s  w e r e ,  f r o m  t i m e  to  t im e ,  g r o w n  on
50 m m  o r  90, m m  p l a s t i c  P e t r i  d i s h e s  in  5 m l  o r  15 m l  E C lO ,  s e e d e d
5
o n c e  m o r e  a t  10 c e l l s / m l .  In  t h i s  c a s e  i n c u b a t i o n  w a s  c a r r i e d  ou t  
a t  3 7 i n  a  h u m i d i f i e d  i n c u b a t o r  f l u s h e d  c o n t i n u o u s l y  w i t h  5% CO^,
95% a i r .
u a
3. 1 . 2 .  Se r u m - d e p l e t e d  c e l l c u l t u r e s . F o r  t h e  p r o d u c t i o n  of
" s e r u m - d e p l e t e d "  c e l l s ,  c o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  i n  r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  
w a s h e d  w i t h  20 m l  i c e - c o l d  v e r s e n e ,  a n d  t h e  c e l l s  r e m o v e d  w i t h  20 m l  
c o l d  t r y p s i n / v e r  s e n e .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  m i x e d  w i t h  80 m l  i c e -  
c o l d  E a g l e ' s  m e d i u m  a n d  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  (15 m i n ,  2 0 0 g ) .  
A f t e r  p i p e t t i n g  to  f o r m  a  s i n g l e - c e l l  s u s p e n s i o n  i n  E C O . 5 ,  t h i s  w a s  
d i s p e n s e d  i n t o  r o l l e r  b o t t l e s  (180 m l ) ,  R o u x  b o t t l e s  (60 m l )  o r  90 m m  
P e t r i  d i s h e s  (15 m l ) ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  37 i n  a n  a t m o s p h e r e  of 5%
C O ^,  95% a i r  f o r  4  o r  5 d a y s .
3.  1 . 3 .  S t o c k  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s . C e l l s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  s t o c k
b y  h a r v e s t i n g  a s  d e t a i l e d  a b o v e  ( S e c t i o n  3. 1. 1 . ) .  T h e y  w e r e  t h e n
s u s p e n d e d  in  70% v / v  E a g l e ' s  m e d i u m ,  25% v / v  c a l f  s e r u m  a n d  5%
7
v / v  s t e r i l e  g l y c e r o l  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of  n o t  m o r e  t h a n  10 c e l l s  / m l ,  
a n d ,  a f t e r  f r e e z i n g  s l o w l y ,  w e r e  s t o r e d  a t  -7 0  .
52.
C e l l s  b r o u g h t  o u t  o f  s t o r a g e  w e r e  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
( 4 0 0 g f o r  5 m i n )  b e f o r e  s e t t i n g  u p  in  R o u x  b o t t l e s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
S u c h  c e l l s  w e r e  p a s s a g e d  a t  l e a s t  t w i c e  b e f o r e  b e i n g  u s e d  f o r  
e x p e r i m e n t a l  p u r p o s e s .
3 . 2 .  H S V  G r o w t h
F o r  t h e  p r o d u c t i o n  of  H S V  s t o c k s ,  H S V  (1 P F U .  to  300 c e l l s )  
i n  20 m l  E C 2  w a s  a l l o w e d  t o  a d s o r b  f o r  60 m i n  t o  c o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  
of B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  in  r o l l e r  b o t t l e s  r e v o l v i n g  s l o w l y  a t  3 7* .  T h e  
m e d i u m  w a s  t h e n  r e p l a c e d  w i t h  50 m l  E C 2  a n d  t h e  c u l t u r e s  r o l l e d  a t  
37 f o r  a  f u r t h e r  42 h o u r s .  A f t e r  a p p r o x i m a t e l y  24 h o u r s ,  s o d i u m  
b i c a r b o n a t e  (0. 9% w / v )  w a s  u s e d  t o  r e a d j u s t  t h e  pH  t o  n e u t r a l .  T h e  
i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  t h e n  r e m o v e d  e i t h e r  b y  s h a k i n g  o r  b y  i n c u b a t i n g  f o r  
3 m i n  w i t h  v e r s e n e .  A f t e r  c o l l e c t i o n  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4* (200g  
f o r  15 m i n )  t h e  c e l l s  w e r e  d i s r u p t e d  e i t h e r  b y  s o n i c a t i o n  i n  a  s m a l l  
v o l u m e  of  t h e  s u p e r n a t a n t ,  o r  b y  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  f o u r  t i m e s  in  
s o l i d  C O ^ , e t h a n o l ,  a n d  t h e  d e b r i s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  T h i s  
t r e a t m e n t  r e l e a s e d  t h e  c e  11- a s s o c i a t e d  v i r u s  w h i c h  w a s  c o n c e n t r a t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  30, OOOg f o r  60 m i n  a t  4 . T h e  r e s u l t i n g  p e l l e t s  
w e r e  s u s p e n d e d  b y  s o n i  c a t i o n  in  a  s m a l l  v o l u m e  of  P B S ( A )  o r  0. 1 M -  
t r i s - H C i  b u f f e r ,  p H  8. 0. T h e  v i r u s  w a s  s t o r e d  a t  - 7 0 * .  F o r  
e x p e r i m e n t a l  p u r p o s e s ,  e l a p s e d  t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  
t h e  t i m e  of  i n o c u l a t i o n  o f  t h e  c e l l s  w i t h  v i r u s ;
53.
3 . .3 .  P l a q u e  A s s a y
I n f e c t i v i t y  of H S V  w a s  m e a s u r e d  b y  a  p l a q u e  a s s a y  t e c h n i q u e .  
C o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  of B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  on 50 m m  P e t r i  d i s h e s  w e r e  
w a s h e d  in  K C 2 ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  60 m i n  a t  37* to  a l l o w  a d s o r p t i o n  of 
s e r i a l  d i l u t i o n s  of  t h e  v i r u s  f r o m  0 . 2  m l  E C 2 .  T h e  m e d i u m  w a s  t h e n  
r e p l a c e d  b y  4 m l  E H u 2  , a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  2 d a y s .  T h e  
c e l l  s h e e t s  w e r e  w a s h e d  w i t h  P B S ( A ) ,  f i x e d  w i t h  f o r m o l  s a l i n e  (3 0 m i n  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e )  a n d  s t a i n e d  w i t h  G i e m s a  s t a i n  (30 m i n  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e ) .  P l a q u e s  w e r e  c o u n t e d  u s i n g  a l o w - p o w e r e d  m i c r o s c o p e  
a f t e r  e x c e s s  s t a i n  h a d  b e e n  r e m o v e d  w i t h  P B S ( A ) .
4 .  F R A C T I O N A T I O N  M E T H O D S
4 . 1 .  C e l l  F r a c t i o n a t i o n
C e l l s  s u s p e n d e d  i n  R .  S. B. w e r e  l e f t  a t  0 fo r  10 m i n  
b e f o r e  b e i n g  d i s r u p t e d  b y  h o m o g e n i z a t i o n .  D i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  
w a s  t h e n  c a r r i e d  o u t  a t  6 0 0 g  f o r  4 m i n  to  r e m o v e  n u c l e i  a n d  c e l l  d e b r i s ,  
a n d  a t  105, OOOg f o r  60 m i n  t o  s e d i m e n t  t h e  r i b o s o m e s  ( B e c k e r  & J o k l ik ,  
1964) .
4 . 2 .  F r a c t i o n a t i o n  of  N u c l e i c  A c i d
4 . 2 .  1. C s C l  e q u i l i b r i u m  d e n s i t y  g r a d i e n t s  w e r e  m a d e  b y  r a i s i n g
t h e  d e n s i t y  of a  DN A  s o l u t i o n  in  S. S. C,  t o  1. 7 0 g / m l  w i th  s o l i d  C s C l .  
R e f r a c t i v e  i n d i c e s  of s u c h  s o l u t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  in  a n  A b b e
r e f r a c t o m e t e r . L i q u i d  p a r a f f i n  w a s  l a y e r e d  o v e r  t h e  DN A s o l u t i o n
54.
( to  f i l l  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e s )  b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n  a t  86, OOOg ( s w i n g -  
o u t  r o t o r )  o r  70, OOOg ( f i x e d  a n g l e  r o t o r )  f o r  66 h o u r  a t  18*C ( F l a m m ,  
B o n d  & B u r r ,  1 966) .  F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  d r o p w i s e  f r o m  t h e  
b o t t o m  of  t h e  t u b e ,  a n d  t h e  C s C l  d e n s i t y  g r a d i e n t  e s t i m a t e d  i n  t h e  
r  e f r  a c t o m e t e r . A f t e r  d i l u t i o n  of t h e  f r a c t i o n s  t o  0. 5 m l  w i t h  0 . 0 1  M -  
t r i s - H C l  b u f f e r ,  pH  8 . 2 ,  t h e i r  a b s o r b a n c y  a t  260  n m  w a s  m e a s u r e d  
a n d  t h e i r  r a d i o a c t i v i t y  e s t i m a t e d  b y  p r e c i p i t a t i n g  t h e  n u c l e i c  a c i d  w i t h  
c a r r i e r  D N A  o n to  m i l l i p o r e  f i l t e r s  w i t h  5% w / v  i c e - c o l d  t r i c h l o r o a c e t i c  
a c i d .  A f t e r  t h r e e  w a s h e s  w i t h  5% w / v  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d ,  a n d  d r y i n g ,  
10 m l  o f  a  t o l u e n e - b a s e d  s c i n t i l l a n t  w a s  a d d e d ,  A  60  m i n  i n c u b a t i o n  a t  
37  in  0. 5 M - K O H  w a s  o c c a s i o n a l l y  i n c l u d e d  b e f o r e  p r e c i p i t a t i o n  to  
d i g e s t  c o n t a m i n a t i n g  R N A .
4 . 2 . 2 .  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y . T h e  M A K , p r e p a r e d  a s
d e s c r i b e d  a b o v e ,  w a s  p a c k e d  on  t o p  of  a  l a y e r  of w a s h e d  s a n d  o v e r  a  
s c i n t e r e d  g l a s s  p l a t e  i n  a  g l a s s  t u b e  of  u n i f o r m  b o r e .  A  s u s p e n s i o n  of 
K i e s e l g u h r  ( ^ / l 0 v o l u m e  of M A K  u s e d )  w a s  l a y e r e d  on  t o p  of  t h e  M A K . 
T h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  10 v o l u m e s  0 . 2  M - N a C I  i n  0. 05 M - N a H
2
P O ^ - N a ^ H P O ^  b u f f e r ,  pH 6.  3 u n d e r  p r e s s u r e  f r o m  a  p e r i s t a l t i c  p u m p .  
T h e  f lo w  r a t e  w a s  m a i n t a i n e d  a t  2 - 3 m l / m i n .  T h e  n u c l e i c  a c i d  
s a m p l e  w a s  a p p l i e d  a t  100 p g / m l  a n d  a t  n o t  m o r e  t h a n  1 m l / m i n  in  a  
s o l u t i o n  of  S, S. C.  A f t e r  w a s h i n g  w i t h  2 v o l u m e s  of  t h e  s a m e  b u f f e r ,
55.
t h e  a d s o r b e d  n u c l e i c  a c i d  w a s  e l u t e d  w i t h  a  l i n e a r  g r a d i e n t  
( 0 . 2  M  t o  1 . 6  M - N a C l )  i n  b u f f e r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  f lo w  r a t e  
w a s  m a i n t a i n e d  a t  a b o u t  2 m l  p e r  m i n ,  a n d  2 m l  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d .  
F r a c t i o n s  w e r e  e s t i m a t e d  d i r e c t l y  f o r  a b s o r b a n c y  a n d  r a d i o a c t i v i t y  a s  
d e s c r i b e d  f o r  C s C l  g r a d i e n t s  ( S e c t i o n  4 . 2 . 1 .  ).
4 . 2 . 3 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s . T w o  v a r i a t i o n s  of  t h i s
m e t h o d ,  b a s e d  on t h e  m e t h o d  of M e  In d o e  & M u n r o  (1967) ,  w e r e  
e m p l o y e d .  F o r  t h e  f i r s t ,  2% a g a r o s e  g e l s  w e r e  f o r m e d  in  s m a l l  
d i a m e t e r  g l a s s  t u b e s ,  u s i n g  0. 02 M - t r i s  - c i t r a t e  b u f f e r ,  p H  7. 9 a s  t h e  
a q u e o u s  p h a s e ,  a s  d e s c r i b e d  b y  t h e  a b o v e  a u t h o r s .  A p p r o x i m a t e l y  
50 [jLg R N A  s a m p l e  w a s  a p p l i e d  i n  a  s u e r  o s e - c o n t a i n i n g  0.  01 M - t r i s  
b u f f e r ,  pH  7 . 4 .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  0 . 2  M - t r i s - 
c i t r a t e ,  p H  7. 9 i n  t h e  e l e c t r o d e  c o m p a r t m e n t s ,  b y  a p p l y i n g  4 m A  a c r o s s  
e a c h  g e l  f o r  30 m i n .  T h e  g e l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  t u b e s ,  s t a i n e d  
f o r  60 m i n  i n  t o l u i d i n e  b l u e  w h i c h  f o r m s  a n  i n s o l u h l e  s a l t  w i t h  R N A ,  
a n d  d e s t a i n e d  w i t h  7% w / v  a c e t i c  a c i d  f o r  18 h o u r s .  D y e  u p t a k e  a lo n g  
t h e  g e l  w a s  r e c o r d e d  i n  a  " V i t a t r o n "  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  G e l s  w e r e  
t h e n  c u t  i n to  1 m m  f r a c t i o n s .  T h e s e  w e i ' e  t r e a t e d  w i t h  h y d r o g e n  
p e r o x i d e  o r  w a t e r ,  h y a m i n e  a n d  2 - m e t h o x y e t h a n o l ,  a s  a d a p t e d  f r o m  
T i s h l e r  & E p s t e i n  (1968)  b e f o r e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  i n  8 m l  
t o l u e n e  s c i n t i l l a n t .
In  t h e  s e c o n d  m e t h o d ,  2% g e l s  w e r e  f o r m e d  in  1 m l  d i s p o s a b l e ,
56.
c a l i b r a t e d  p i p e t t e s  u s i n g  0 . 0 4  M - t r i s  - 0 . 0 2  M - s o d i u m  a c e t a t e -  
a c é ' t i c  a c id ,  p H  7 . 8 ,  a n d  c o n t a i n i n g  0. 002 M - E D T A  a s  a q u e o u s  p h a s e .
T h e  s a m e  b u f f e r  s y s t e m  w a s  p r e s e n t  i n  th e  e l e c t r o d e  c o m p a r t m e n t s  a s  
i n  t h e  g e l s  d u r i n g  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a n d  3 m A  p e r  g e l  w a s  a p p l i e d  f o r  
65  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  G e l s  w e r e  e i t h e r  r e m o v e d  a n d  s t a i n e d  
f o r  t r a c i n g  a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  o r  e q u a l  v o l u m e s  of g e l  w e r e  f r a g m e n t e d  
a n d  e x p e l l e d  i n t o  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  b y  f o r c i n g  t h e  g e l  t h r o u g h  th e  n a r r o w  
o r i f i c e  of t h e  s y r i n g e .  T h e s e  f r a c t i o n s  w e r e  m i x e d  w i t h  2 m l  2** 
m e t h o x y e t h a n o l  f o r  2 h o u r s  b e f o r e  m e a s u r i n g  r a d i o a c t i v i t y  w i t h  8 m l  
t o l u e n e - b a s e d  s c i n t i l l a n t .
4 .  3. N u c l e i c  A c i d  H y d r o l y s a t e  A n a l y s i s
4 .  3.  1. D N A  b a s e  a n a l y s i s . P u r i f i e d  D N A  w a s  e v a p o r a t e d  to
d r y n e s s  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  i n  a  p y r e x  t u b e .  I t  w a s  t h e n  h e a t e d  
t o  170 - 200* f o r  60 m i n  w i t h  0 . 2 5  m l  90% v / v  f o r m i c  a c i d  in  t h e  
s e a l e d  t u b e  w r a p p e d  i n  g l a s s  f i b r e  in  a  h y d r o l y s i s  " b o m b " .  T h e  t u b e  
w a s  f r o z e n  b e f o r e  o p e n i n g  a n d  t h e  r e s i d u a l  f o r m i c  a c i d  e v a p o r a t e d  Off 
u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e .  T h e  r e s i d u e  w a s  d i s s o l v e d  in  a s m a l l  
v o l u m e  of 12 ^ H C 1  a n d  a p p l i e d  t o  W h a t m a n  1 M M  o r  3 M M  c h r o m a t o g r a p h y  
p a p e r  t o g e t h e r  w i t h  m a r k e r  s a m p l e s  of  5 - m C  a n d  6 - m A .  T h e  
c h r o m a t o g r a m s  w e r e  d e v e l o p e d  e i t h e r  in  t h e  d e s c e n d i n g  d i r e c t i o n  u s i n g  
n - b u t a n o l ;  w a t e r  (86: 14 v / v )  w i t h  5% a m m o n i a  in  t h e  a t m o s p h e r e  f o r
57.
22 h o u r s ,  o r  i n  t h i s  s y t e m  f o l l o w e d  b y  d e s c e n d i n g  e l u t i o n  for^Z h o u r s  
a t  90 t o  t h e  f i r s t  d i r e c t i o n  i n  i s o - p r o p a n o l :  c o n c .  H C l :  w a t e r
(68: 1 6 . 4 :  1 5 . 6  b y  v o l u m e ) .  S p o t s  w e r e  l o c a t e d  b y  u .  v . - a b s o r p t i o n .
4. 3 . 2 .  R N A  n u c l e o t i d e  a n a l y s i s . P u r i f i e d  R N A  ( a p p r o x i m a t e l y
10 m g / m l )  w a s  h y d r o l y z e d  w i t h  0. 3M -K O H , f o r  18 h o u r s  a t  3 7 ° .  T h e  
s o l u t i o n  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  p e r c h l o r i c  a c i d  a n d  a f t e r  10 m i n  a t  0° 
t h e  K C l  O waS'  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  F r o m  t i m e  to  t i m e  t h e  
h y d r o l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  in  72% v / v  p e r c h l o r i c  a c i d  a t  100° f o r  
60 m i n ,  f o l lo w e d . 'b y  n e u t r a l i z a t i o n  w i t h  K O H .
C h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  of  t h e  h y d r o l y s a t e s  w a s  c a r r i e d  ou t  
a s  f o l l o w s :  A l i q u o t s  o f  t h e  s u p e r n a t e  w e r e  s p o t t e d  on W h a t m a n  1 M M
c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r .  S e p a r a t i o n  of  t h e  n u c l e o s i d e  m o n o p h o s p h a t e  
w a s  o b t a i n e d  b y  t w o - d i m e n s i o n a l  d e s c e n d i n g  e l u t i o n  i n  t h e  f o l l o w i n g  
s o l v e n t s :  f i r s t ,  i s o - b u t y r i c  a c i d :  0 . 5  M - N H ^ O H  (50: 30 v / v )  f o r
22 h o u r s ,  a n d  s e c o n d ,  i s o  - p r o p a n o l :  c o n c  H C l :  w a t e r  (53.  5: 1 9 . 3 :
1 5 . 6  b y  w e i g h t )  (L e e c h ,  D y e r ,  P o o l e  & S m i t h ,  1968)  f o r  20 h o u r s .
S p o t s  w e r e  a g a i n  l o c a t e d  on t h e  d r i e d  c h r o m a t o g r a m s  b y  t h e i r  u .  v. - 
a b s o i ' p t i o n .  T h i s  m e t h o d  w a s  b a s e d  on t h a t  of H a y a s h i ,  O s  aw  a  & 
M i u r a  ( l  966) .
4 .  3. 3. A u t o r a d i o g r a p h y  of  c h r o m a t o g r a m s . A u t o r a d i o g r a m s
w e r e  o b t a i n e d  a f t e r  c o n t a c t  of  X - r a y  f i l m s  w i t h  t h e  c h r o m a t o g r a m s  
f o r  3 - 1 1  w e e k s .  W h e r e  m a t e r i a l  b e i n g  a n a l y z e d  h a d  b e e n  d u a l -
D 8 .
l a b e l l e d ,  ( & ^H) a  s h e e t  of c e l l o p h a n e  w a s  i n s e r t e d  b e t w e e n
t h e  c h r  o n a a t o g r  a m  a n d  th e  X - r a y  f i l m  t o  c u t  ou t  th e  w e  ale p - e m i s s i o n s  
f r o m  t r i t i u m .
4.  3 . 4 .  E s t i m a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  of c h r o m a t o g r a m s . S e c t i o n s
of  c h r o m a t o g r a m s  w e r e  c u t  ou t  a n d  c o u n t e d  in  10 m l  d i o x a n - b a s e d  
s c i n t i l l a n t ,  o r  i n c u b a t e d  i n  0. 5 m l  h y a m i n e  (60 , 10 m i n  o r  3 7 ° ,
60 m i n )  b e f o r e  c o u n t i n g  i n  10 m l  t o l u e n e - b a s e d  s c i n t i l l a n t ,  o r  c o u n t e d  
d r y  in  a  g a s - f l o w  c o u n t e r  w i t h  a  t h i n  w in d o w .
5. E S T I M A T I O N  P R O C E D U R E S
' 145 . 1 .  M e t h o d s  f o r  E s t i m a t i n g  R a d i o a c t i v i t y . In  s o m e  c a s e s  C -
l a b e l l e d  s a m p l e s  w e r e  c o u n t e d  b y  d r y i n g  o n to  a l u m i n i u m  p l a n c h e t t e s
i n  a  l o w - b a c k g r o u n d  N u c l e a r  “ C h i c a g o  g a s  - f l o w  c o u n t e r .  T h e  g a s
r o u t i n e l y  u s e d  w a s  98% h e l i u m  a n d  1 - 3 %  b u t a n e  a n d  t h e  e f f i c i e n c y  of
c o u n t i n g  w a s  a b o u t  20%.
14 3C a n d  F I - l a b e l l e d  m a t e r i a l  w a s  c o u n t e d  in  a  P a c k a r d  S e r i e s
4, 000 ,  a  N u c l e a r  C h i c a g o  S e r i e s  7 Z S  , oi; a  P h i l i p s  L i q u i d  S c i n t i l l a t i o n
+s p e c t r o m e t e r ,  i n  t o l u e n e - b a s e d  l i q u i d  s c i n t i l l a t o r  ( 0 , 5% w / v  P .  P .  O. -
0 . 03% w / V  P .  O. P .  O. P .  ) o r  d i o x a n - b a s e d  s c i n t i l l a t o r  (10% w / v  
n a p h t h a l e n e ,  0, 7% w / v  P .  P .  O. - 0. 03% w / v  P .  O. P .  O. P .  ). E f f i c i e n c i e s  
w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  c h a n n e l s  r a t i o  m e t h o d ,  o r  t h e  e x t e r n a l  s t a n d a r d
59.
m e t h o d ,  d e p e n d i n g  on  th e  h o m o g e n e i t y  o f  t h e  s a m p l e .  W h e r e  i t  
w a s  n e c e s s a r y  to  s o l u b i l i s e  p o l a r  s a m p l e s  in  t o l u e n e  s c i n t i l l a n t
1. 0 M - h y a m i n e  h y d r o x i d e  (0. 5 m l / 10 m l  s c i n t i l l a n t )  o r  2 - m e t h o x y -  
e t h a n o l  (2 m l / 8 m l  s c i n t i l l a n t )  w a s  u s e d .
5 . 2 .  - N a C l  a n d  C s C l  E s t i m a t i o n
A  g r a p h i c  r e l a t i o n s h i p  c a n  b e  o b t a i n e d  b e t w e e n  s a l t  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  r e f r a c t i v e  i n d e x  ( s e e  F i g u r e  6) .  T h e  r e f r a c t i v e  
i n d i c e s  of s o l u t i o n s  o f  e i t h e r  s a l t  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  a n  A b b e  
r e f r a c t o m e t e r ,
5 . 3 .  E s t i m a t i o n  of  P r o t e i n  a n d  N u c l e i c  A c i d
5 . 3 . 1 .  P r o t e i n  e s t i m a t i o n  w a s  c a r r i e d  ou t  u s i n g  t h e  m e t h o d  of
L o w r y ,  R o s e b r o u g h ,  F a r r  & R a n d a l l  (1951) ,  w i t h  b o v i n e  s e r u m  
a l b u m i n  a s  s t a n d a r d .
5. 3 . 2 .  D N A  w a s  e s t i m a t e d  e i t h e r  b y  t h e  m e t h o d  of  B u r t o n  (1956)  o r
C e r i o t t i  (1955) ,  u s i n g  c a l f  t h y m u s  D N A  a s  s t a n d a r d ,  o r  b y  i t s  a b s o r b a n c y  
a t  2 60  n m .
5. 3. 3. R N A  E s t i m a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  t h e  O r c i n o l m e t h o d
( K e r r  & S e r a i d a r i a n ,  1945)  o r  b y  i t s  a b s o r b a n c y  a t  2 58 n m .
6.  E X T R A C T I O N  O F  N U C L E I C  A C I D  
6 ^ 1 .  E x t r a c t i o n  of  T o t a l  N u c l e i c  A c i d
T o t a l  n u c l e i c  a c i d  w a s  e x t r a c t e d  b y  a  m o d i f i c a t i o n  of t h e
F i  %ure 6
C a l i b r a t i o n  of  (a) T -a'-Zl a n d  (b) C s C l  C o n c e n t i^ a t io n  b y  R e f r a c t o m e t r y
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C s C l  C o n c e n t r a t i o n  ( g / m l )
60.
m e t h o d  of S a i t o  &c M i ix ra  (1963) .
C e l l s  w e r e  s u s p e n d e d  in  0. 1 M - t r i s  - H C l  b u f f e r ,  p H  8 . 0 ,
0. 1 M - N a C l  a n d  l % w / v  S. D. S. a n d  f r o z e n  r a p i d l y .  A f t e r  t h a w i n g ,  
t h e  s u s p e n s i o n  w a s  s t i r r e d  a t  0*" f o r  20 m i n  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  of  
b u f f e r - s a t u r a t e d  p h e n o l .  P h a s e s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a n d  t h e  a q u e o u s  p h a s e  r e - e x t r a c t e d  w i t h  p h e n o l .  T h e  a q u e o u s  p h a s e  
w a s  t w i c e  e x t r a c t e d  w i t h  e t h e r ,  e x c e s s  e t h e r  b l o w n  off  w i t h  n i t r o g e n  
a n d  n u c l e i c  a c i d s  p r e c i p i t a t e d  f r o m  67% v / v  e t h a n o l ,  18 h o u r s  a t  - 3 0 ^ .  
T h e  n u c l e i c  a c i d ,  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  w a s  d i s s o l v e d  in  0. 1 x
5.  S. C.  c o n t a i n i n g  b e n t o n i t e  a n d  m a d e  t o  S. S. C. w i t h  10 x  S. S. C.
6 . 2 .  E x t r a c t i o n  of  N u c l e i c  A c i d  b y  t h e  P h e n o l  M e t h o d .
A  s u s p e n s i o n  o r  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  n u c l e i c  a c i d  i n  b u f f e r  
w a s  m a d e  1 o r  2% w / v  w i t h  S. D. S. a n d  s h a k e n  10 m i n u t e s  w i t h  an  
e q u a l  v o l u m e  of  w a t e r -  o r  b u f f e r  - s a t u r a t e d  p h e n o l  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  w / v  
8 - h y d r o x y q u i n o l i n e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  P h a s e s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  r e s i d u a l  p h e n o l  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  a q u e o u s  p h a s e  
b y  e t h e r .  W h e n  e x c e s s  e t h e r  h a d  b e e n  b l o w n  off  w i t h  n i t r o g e n , t h e  
n u c l e i c  a c i d  w a s  p r e c i p i t a t e d  f r o m  67% v / v  e t h a n o l  o r  67% v / v  
e t h a n o l - 2 %  w / v  p o t a s s i u m  a c e t a t e  a t  0 , a n d  h a r v e s t e d  b y  " s p o o l i n g ” 
o r  c e n t r i f u g a t i o n .
6 .  3. E x t r a c t i o n  of C y t o p l a s m i c  R N A
T h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  of c e l l s  ( the  s u p e r n a t a n t  f r o m  th e
6 1 .
6 0 0 g  c e n t r i f u g a t i o n  d e s c r i b e d  f o r  c e l l  f r a c t i o n a t i o n  ( S e c t i o n  4 . 1 . ) )  
w a s  e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  p h e n o l - 0 .  1% w / v  8 - h y d r o x y q u i n o l i n e .
T h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  t h e n  e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  e t h e r ,  e x c e s s  e t h e r  
b l o w n  off  w i t h  n i t r o g e n ,  a n d  t h e  s o l u t i o n  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  w i t h  
100 p g / m l  p r o n a s e .  T h e  p h e n o l  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d ,  
a n d  t h e  r e s u l t a n t  s o l u t i o n  p r e c i p i t a t e d  a t  -1 0  o v e r n i g h t  f r o m  6 7% v / v  
e t h a n o l  - 2% w / v  p o t a s s i u m  a c e t a t e .
6 . 4 .  E x t r a c t i o n  of  R i b o s o r n a l  R N A
( M o d i f i e d  f r o m  t h e  m e t h o d  of S t e e l e  & B u s c h ,  (1967)). 
R i b o s o m e s  s u s p e n d e d  i n  0, 1 M  - s o d i u m  a c e t a t e ,  p H  5 . 0  c o n t a i n i n g  
0. 1 M - N a C I  a n d  0.  5% w / v  S. D. S. w e r e  h o m o g e n i z e d  w i t h  a  l o o s e -  
f i t t i n g  t e f l o n  p e s t l e ,  t h e n  v e r y  b r i e f l y  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  of w a t e r -  
s a t u r a t e d  p h e n o l  b e f o r e  b e i n g  s h a k e n  f o r  20 m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
T h e  a q u e o u s  p h a s e  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  r e - e x t r a c t e d  b y  s h a k i n g  
w i t h  p h e n o l  f o r  10 m i n .  T h e  R N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  o v e r n i g h t  f r o m  
67%  v / v  e t h a n o l - 2 %  w / v  p o t a s s i u m  a c e t a t e .  T h e  R N A ,  d i s s o l v e d  i n  
0.  02 M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  7. 5, 0. 002 M - M g C l ^  a n d  m a d e  2% w / v  
w .  r . t .  S. D .  S. w a s  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7° w i t h  100 p g / m l  p r  o n a s e ,  
e x t r a c t e d  w i t h  b u f f e r - s a t u r a t e d  p h e n o l ,  a n d  t h e  a q u e o u s  p h a s e  e x t r a c t e d  
t w i c e  w i t h  e t h e r  a n d  p r e c i p i t a t e d  o v e r n i g h t ,  f r o m  67% v / v  e t h a n o l  - 2% 
w / v  p o t a s s i u m  a c e t a t e .  T h e  n u c l e i c  a c i d  w a s  i n c u b a t e d  a t  37 f o r
62.
10 m i n  a n d  t h e n  2 5 f o r  2 0 m i n  w i t h  50 p g / m l  D N a s e  I in  0. 05 M~ 
a c e t a t e  b u f f e r ,  p H  5. 0 a n d  0. 005  M - M g C l ^  c o n t a i n i n g  m a c a l o i d .
R N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  f r o m  2 M - N a C I ,  d i s s o l v e d  i n  0. 05 M - a c e t a t e  
b u f f e r ,  p H  5 c o n t a i n i n g  m a c a l o i d ,  a n d  r e p r e c i p i t a t e d  f r o m  67% v / v  
e t h a n o l  - 2% w / v  p o t a s s i u m  a c e t a t e .
6.  5. E x t r a c t i o n  of S o l u b l e R N A
T h e  105,  OOOg s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  f r o m  c e l l s  w a s  
p r e c i p i t a t e d  o v e r n i g h t  f r o m  67%  e t h a n o l  v / v  - 2% w / v  p o t a s s i u m  
a c e t a t e .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s  d i s s o l v e d  i n  0 . 0 5  M -  
t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  7 . 4 ,  0 . 0 0 1  M - M g C l ^  c o n t a i n i n g  m a c a l o i d  a n d  
e x t r a c t e d  3 t i m e s  w i t h  b u f f e r - s a t u r a t e d  p h e n o l  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .
T h e  f i n a l  a q u e o u s  p h a s e  w a s  e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  e t h e r ,  a n d  p r e c i p i t a t e d  
o v e r n i g h t  f r o m  67% v / v  e t h a n o l  - 2% w / v  p o t a s s i u m  a c e t a t e .  T h e  R N A  
w a s  i n c u b a t e d  f o r  60  m i n  a t  3 7 in  1 M - t r i s - H C l ,  pH  9. 0 a n d  
r e p r e c i p i t a t e d  f r o m  67%  v / v  e t h a n o l  - 2% w / v  p o t a s s i u m  a c e t a t e .  T h e  
f i n a l  p r e c i p i t a t e s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  1 M - N a C I ,  a n d  t h e  r e s u l t a n t  
s o l u t i o n s  r e m o v e d  a n d  r e  p r e c i p i t a t e d  f r o m  67%  v / v  e t h a n o l  - 2% w / v  
p o t a s s i u m  a c e t a t e .
6 . 6 .  E x t r a c t i o n  o f  DN A (a) M o d i f i e d  M a r m u r  P r o c e d u r e
T h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l ,  m a d e  t o  2% w /  v w i t h  S. D. S. a n d  1 M  
w i t h  N a C l  w a s  sh a lce n  g e n t l y  a t  37° f o r  1 - 2  m i n .  I t  w a s  t h e n  t w i c e
63.
d e p r o t e i n i z e d  w i t h  c h l o r o f o r m - ^ o - a m y l a l c o h o l  a n d  the  D N A  " s p o o l e d ” 
o r  c e n t r i f u g e d  o u t  f r o m  67% v / v  e t h a n o l .  T h e  DN A  w a s  d i s s o l v e d  in
0. 01 M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  pH  8 . 2 ,  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  w i t h  ISOyCC g /  
m l  p r o n a s e .  P r o t e i n  w a s  r e m o v e d  b y  a p h e n o l  - 0. 1% w / v  8 -  
h y d r o x y q u i n o l i n e  e x t r a c t i o n ,  fo l lo w e d ,  b y  a  c h l o r o f o r m - i s o - a m y l a l c o h o l  
e x t r a c t i o n .  T h e  D N A  w a s  t h e n  e i t h e r  p r e c i p i t a t e d  f r o m  67% v / v  
e t h a n o l  o r  u s e d  d i r e c t l y  f o r  C s C l  d e n s i t y  g r a d i e n t  a n a l y s i s .
(b) P r o n a s e  E x t r a c t i o n  
S u p e r n a t a n t  v i r u s  w h i c h  h a d  b e e n  t r e a t e d  w i th  R N a s e  a n d  
D N a s e ,  o r  a  c e l l  e x t r a c t ,  w a s  s u s p e n d e d  in  0. 01 M - t r i s  - H C l  b u f f e r ,  
p H  8 . 2 ,  m a d e  2% w / v  w . r . t .  S . D . S . ,  a n d  i n c u b a t e d  60 m i n  a t  37^  
w i t h  ISO ^rig /m l  p r o n a s e .  T h i s  m a t e r i a l  w a s  u s e d  f o r  C s C l  d e n s i t y  
g r a d i e n t  a n a l y s i s .
6 . 7 .  P r  e t r  e a t m e n t s .
6 .  7. 1. P r o n a s e ( f r o m  C a l b i o c h e m  I n c . ,  L o s  A n g e l e s )  s o l u t i o n s
w e r e  h e a t e d ' f o r  2 m i n  a t  100° a n d  t h e n  s e l f - d i g e s t e d  f o r  30 m i n  a t  37 
t o  r e m o v e  h y d r o l y t i c  e n z y m e s .
6.  7 . 2 .  R N a s e  (b o v in e  p a n c r e a t i c ,  f r o m  B. D. H. , L o n d o n )  s o l u t i o n s  
w e r e  h e a t e d  10 m i n  a t  100°  to  d e s t r o y  a n y  D N a s e  a c t i v i t y .
7. E N Z Y M E  A S S A Y  
7, 1. DNA M e t h y l a s e
7 . 1 . 1 .  M a m m a l i a n .  T h e  m e t h o d s  of B u r d e n ,  M a r t i n  h  L a i  (196 7)
S h e id ,  S r  i n i  v a s  a n  h  B o r e k  (1968) ,  K a l o u s e k  & M o r r i s  (1968)  a n d
6 4 .
K a l o u s e k  & M o r r i s  (196 9) w e r e  u s e d  f o r  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  a n d  a s s a y .  
T h e s e  m e t h o d s  w i l l  b e  c o m p a r e d  l a t e r .
7. 1 . 2 .  E s c h ,  c o l i  D N A  m e t h y l a s e .  E n z y m e  e x t r a c t s  w e r e  p r e p a r e d
*w-nw-,^ n'«t-.*ehirt.'nrr.lTw»e»7»Tr>.— * * J- J.
a s  d e s c r i b e d  b y  F u j i m o t o ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k  (196 5). D N A  m e t h y l a s e  
a s s a y  w a s  b a s e d  on  t h e  m e t h o d  of F u j i m o t o ,  S r i n i v a s a n  h  B o r e k  
(1965)  o r  o f  H a u s m a n n  h  G o l d  (1966) ,  In  s o m e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  
B H K 2 1 / C 1 3  h o m o g e n a t e s  f r o m  i n f e c t e d  a n d  c o n t r o l  c u l t u r e s  w e r e  
i n c l u d e d  t o  t e s t  f o r  i n h i b i t i o n  of a c t i v i t y  b y  t h e  v i r u s .  T h e  r e a c t i o n  
p r o d u c t  w a s  d e p r o t e i n i z e d  b y  t h e  M a r m u r  m e t h o d ,  h y d r o l y z e d  in
0. 3 M - K O H  f o r  60 m i n  a t  37 , p r e c i p i t a t e d  in  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  a n d  
w a s h e d  t h o r o u g h l y  on  m i l l i p o r e  f i l t e r s  w i t h  5% w / v  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  
b e f o r e  d r y i n g  a n d  c o u n t i n g  i n  t o lu e n e ,  s c i n t i l l a n t .
7. 2.  T r a n s f e r  R N A  M e t h y l a s e .
C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  e i t h e r  w i t h  v e r s e n e  o r  b y  s c r a p i n g ,  
w a s h e d  w i t h  E a g l e ' s  m e d i u m  a n d  t w i c e  w i t h  0.  01 M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  
p H  8. 0, O . O l M - M g C l ^ ,  0. 0 0 5 M - 2 - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  0. 1 5 M -K C 1 .
A f t e r  c o n t a c t  a t  0° f o r  10 m i n  w i t h  h y p o t o n i c  b u f f e r ,  c e l l s  w e r e  h o m o ­
g e n i z e d  a n d  f r a c t i o n a t e d .  T h e  m e t h o d  of  a s s a y  w a s  t h a t  of W a i n f a n  h  
B o r e k  (1 967) u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  A p p r o x i m a t e l y  1 m g  p r o t e i n  w a s
u s e d  in  a  0. 5 m l  a s s a y  v o l u m e ,  c o n t a i n i n g  200 p.g E s c h .  c o l i  _B. tR N A ,
f“14
10. 0 n m o l e  S -  A M  (0. 05 p C -  I C -  M e t h y l  ), 0. 0 1 M - t r i s  - H C l  b u f f e r ,
65.
p H  8 . 0 ,  0 . 0 1  M " M g C l ^ ,  0 . 0 0 5  M - 2 - m e r c a p t o e t h a n a l .  T h e  r e a c t i o n
m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  30 m i n  a t  3 7 , a n d  t h e  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r
10 m i n  w i t h  2 m l  1, 5 M - h y d r o x y l a m i n e ,  p H  7 . 0 .  W h e n  c o o le d ,  0. 6 m l
6 M - H C 1  a n d  0. 3 m l  50% w / v  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  w e r e  a d d e d  a n d  th e
m i x t u r e  l e f t  a t  0° f o r  15 m i n  b e f o r e  b e i n g  c e n t r i f u g e d .  T h e
p r e c i p i t a t e  w a s  w a s h e d  5 t i m e s  w i t h  5% w / v  t r i c h l o r o a c e t i c  a c id ,
t a k e n  u p  i n  N H ^ O H ,  t r a n s f e r r e d  o n to  s t e e l  p l a n c h e t t e s  a n d  d r i e d ,
14I n c o r p o r a t i o n  of  C w a s  m e a s u r e d  u s i n g  t h e  g a s  f lo w  c o u n t e r .  
A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  p r e c i p i t a t e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  
o n to  m i l l i p o r e  f i l t e r s ,  d r i e d  a n d  c o u n t e d  i n  10 m l  t o l u e n e - b a s e d  
s c i n t i l l a n t .
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R E S U L T S
1. C O N D I T IO N S  F O R  O P T I M A L  I N C O R P O R A T I O N  O F  M E T H Y L  
G R O U P S F R O M  M E T H I O N I N E
1 , 1 .  T h e  E f f e c t  of S o d i u m  F o r m a t e  C o n c e n t r a t i o n  on C e l l  G r o w t h
M e t h i o n i n e  c o n t r i b u t e s  t o  p u r i n e  a n d  t h y m  i d y l  a t e  b i o s y n t h e s i s  
v i a  t h e  " o n e  c a r b o n  p o o l "  i n  m a m m a l i a n  c e l l s  ( H e r m a n n ,  F a i r l e y  &
B y e r r u m ,  1955, K i t ,  B e c k ,  G r a h a m  & G r o s s ,  1958) .  H e n c e  
e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  i n  v i v o  i n c o r p o r a t i o n  of r a d i o  a c t i v e l y - l a b e l l e d  
m e t h y l  g r o u p s  f r o m  m e t h i o n i n e  i n t o  n u c l e i c  a c i d  m a y  b e  c o m p r o m i s e d  
b y  t h e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  c a r b o n  s k e l e t o n  of b a s e s .  H o w e v e r ,  
u n l a b e l l e d  s o d i u m  f o r m a t e  c a n  b e  u s e d  t o  d i l u t e  o u t  t h e  " p o o l "  of  
1 - c a r b o n  u n i t s  d e r i v e d  f r o m  r a d i o  a c t i v e l y - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e  a n d  s o  
r e d u c e ,  t o  a  n e g l i g i b l e  e x t e n t ,  e n t r y  of r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  m e t h y l  
g r o u p s  of m e t h i o n i n e  i n t o  t h e  b a s e  s t r u c t u r e s  of  n u c l e o t i d e s .  T o  
e s t a b l i s h  t h e  t o l e r a n c e  of B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  t o  a d d e d  s o d i u m  f o r m a t e  in  
g r o w t h  m e d i u m ,  c e l l s  w e r e  d i s p e n s e d  i n to  50 m m  P e t r i  d i s h e s  ( M e t h o d s ,  
S e c t i o n  3. 1) i n  E C  10 c o n t a i n i n g  s o d i u m  f o r m a t e  (0 - 100 m M ) .  C e l l s  
w e r e  h a r v e s t e d  a t  i n t e r v a l s  u s i n g  t r y p s i n  a n d  r e s u s p e n d e d  in  P B S ( A )  
f o r  a n  e s t i m a t i o n  of  c e l l  n u m b e r  in  t h e  h a e m o c y t o m e t e r .
I t  w a s  c o n c l u d e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  d e p i c t e d  in  F i g u r e  7 t h a t  
s o d i u m  f o r m a t e  w a s  n o n - t o x i c  t o  B H K Z 1 / C l  3 c e l l s  u p  t o  a f i n a l  c o n ­
c e n t r a t i o n  of 20 m M ,  a n d  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  w a s  a d o p t e d  f o r  r o u t i n e  u s e  
i n  e x p e r i m e n t s  i n v o lv in g ,  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e .
Fig~ui~e 7
E f f e c t  of S o d i u m  F o r m a t e  on  C e l l  G r o w t h
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BHK 2 1 / C l  3 c e l l s  g r o w n  in  t h e  s o d i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  
s h o w n  w e r e  h a r v e s t e d  a t  i n t e r v a l s  a n d  c o u n t e d  in  a 
h a e m o c y t o m e t e r .
67 .
1 . 2 .  T h e  E f f e c t  o f  M e t h i o n i n e  C o n c e n t r a t i o n  on  t h e  G r o w t h  of 
B H K 2 1 / C I 3  CeTls
In  o r d e r  t o  o b t a i n  m a x i m u m  i n c o r p o r a t i o n  of m e t h y l  g r o u p s  
i n t o  n u c l e i c  a c i d s  f r o m  a d d e d  r a d i o  a c t i v e l y - m e t h y l - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e ,  
i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  a d d ,  in  t h e  m e d i u m ,  t h e  s m a l l e s t  c o n c e n t r a t i o n  of 
m e t h i o n e  w h i c h  w i l l  s t i l l  s u p p o r t  n o r m a l  m e t a b o l i s m .  T h e  e f f e c t  
of  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  on  g r o s s  c e l l u l a r  m e t a b o l i s m ,  r e f l e c t e d  i n  
c e l l  g r o w t h ,  w a s  t h e r e f o r e  s t u d i e d .
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n  50 m m  P e t r i  d i s h e s  w e r e  g r o w n  n o r m a l l y  
f o r  18 h o u r s  in  E C  10 b e f o r e  r e p l a c e m e n t  of  t h e  m e d i u m  b y  E C 5  o r  10 
c o n t a i n i n g  20 m M - s o d i u m  f o r m a t e ,  a n d  w i t h  v a r y i n g  l e v e l s  of 
m e t h i o n i n e .  T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  c o u n t e d  i n  t h e  h a e m o c y t o m e t e r  
a f t e r  48  h o u r s '  f u r t h e r  i n c u b a t i o n ^  A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  8, c e l l  
d i v i s i o n  i s  m e t h i o n i n e - d e p e n d e n t ,  b u t  a  r e a s o n a b l e  l e v e l  of c e l l  g r o w t h  
i s  s u p p o r t e d  b y  o n ly  5% of  t h e  n o r m a l  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n .  S i m i l a r  
r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  E C 2  g r o w t h  m e d i u m .
T h u s  a  c e l l  g r o w t h - r e q u i r e m e n t  w a s  s h o w n  f o r  m e t h i o n i n e .
S i n c e  th e  s t u d y  t o  b e  u n d e r t a k e n  i n v o l v e d  i n v e s t i g a t i o n  of  n u c l e i c  a c i d  
m e t a b o l i s m  in  H S V - i n f e c t e d  c e l l s ,  i t  w a s  t h e n  n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  
t h e  e f f e c t  o f  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  on v i r a l  g r o w t h  a n d  n u c l e i c  a c i d  
m e t a b o l i s m  in  B H K 2 1 / C 13 c e l l s .
F ip ;u re  8
E f f e c t  o f  M e t h i o n i n e  C o n c e n t r a t i o n  on
B H K 2 1 / C 1 3  C e l l  G r o w t h
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% N o r m a l  M e t h i o n i n e  C o n c e n t r a t i o n
O------------ O  ^ 5% C a l f  S e r u m ;
6  A , 10% C a l f  S e r u m ;
—, —    ^ p r o b a b l e  c e l l  n u m b e r  b e f o r e  t h e  m e d i u m  w a s
c h a n g e d  to  [ x% m e t ]  .
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1 . 3 ,  T h e  E f f e c t  of  M e t h i o n i n e  C o n c e n t r a t i o n  on DNA a n d  RN A  
S y n t h e s i s  in  B H I ^ 2 l / C 1 3  C e l l s
C u l t u r e s  o f  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s ,  g r o w n  a l m o s t  t o  a m o n o l a y e r
in  50 m m  P e t r i  d i s h e s ,  w e r e  p r e i n c u b a t e d  f o r  4 h o u r s  in  E C Z E  (i. e .
E C 2  m a d e  20 m M  w . r . t .  s o d i u m  f o r m a t e )  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  l e v e l s  of
m e t h i o n i n e .  F i v e  - o r  4 - h o u r  p u l s e - l a b e l l i n g ^ i n  E C Z F  ( 1 . 5  m l / p l a t e )
c o n t a i n i n g  t h e s e  d i f f e r e n t  l e v e l s  of m e t h i o n i n e , w a s  t h e n  c a r r i e d  ou t  
I- 3 -
u s i n g  [6 “ H - t h y m i d i n e  (0. 5 pC  a n d  0. 075 p m o l  p e r  p l a t e )  o r  
[  5 - J  - u r i d i n e  (O. 5 p C  a n d  0. 0 0 1 5  p m o l  p e r  p l a t e ) ,  w i t h  t h e  a d d i t i o n  
o f  u n l a b e l l e d  c y t i d i n e  (to 5 x 1 0  or  2 x 1 0  ^ M  r e s p e c t i v e l y ) .  A f t e r
t h e  p u l s e  p e r i o d  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  w i th  i c e - c o l d  E a g l e ' s  m e d i u m ,  
s c r a p e d  f r o m  t h e  p l a t e s ,  e x t r a c t e d  f o u r  t i m e s  w i t h  5% w / v  t r i c h l o r o a c e t i c  
a c i d  a n d  w a s h e d  f i n a l l y  w i t h  e t h a n o l  a n d  t h e n  e t h e r  b e f o r e  b e i n g  
d i s s o l v e d  i n  0. 5 m l  h y a m i n e  h y d r o x i d e  f o r  m e a s u r e m e n t  of r a d i o a c t i v i t y  
i n  t o l u e n e  s c i n t i l l a n t .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  DNA a n d  R N A  s y n t h e s i s  
a r e  d e p i c t e d  in  F i g u r e s  9 (a) a n d  (b) r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  s u g g e s t  t h a t  
d o w n  t o  10% n o r m a l  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  t h e  g r o w t h  m e d i u m  i s  n o t  
r e s t r i c t i v e  f o r  D N A  a n d  R N A  s y n t h e s i s  u p  t o  8 h o u r s ,  w h i l e  u p  t o  14 
h o u r s  R N A  s y n t h e s i s  a n d  D N A  s y n t h e s i s  c o n t i n u e  n o r m a l l y  d o w n  to  
c o n c e n t r a t i o n s  of  4 0 %  a n d  20% n o r m a l  m e t h i o n i n e  r e s p e c t i v e l y .  T h e  
l i m i t i n g  f a c t o r  m a y  t h u s  b e  r a t e  o f  m é t h y l a t i o n  of t h e  n u c l e i c  a c i d ,  o r  
r a t e  o r  e x t e n t  of s y n t h e s i s  o f  p r o t e i n .  L a t e r  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  
f o r m e r  p r o b a b l y  d o e s  n o t  a p p ly .
j  i g u r e  V.
E f f e c t  of M e th io n in e  C o n c e n t r a t i o n  on (a) DNA and  
(b) R N A  S y n t h e s i s  in BHK21 /C 1 3  C e l l s .
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1 . 4 .  T h e  E f f e c t  of  M e t h i o n i n e  C o n c e n t r  a t  i o n  on H e r p e s  S i m p l e x  
V i r u s  R e p l i c a t i o n
V i r u s  w a s  g r o w n  a s  d e s c r i b e d  in  M e t h o d s  S e c t i o n  3 . 2 .  in
c o n f l u e n t  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  c u l t u r e s  on  50 m m  P e t r i  d i s h e s .  T h e  c e l l s
w e r e  p r e i n c u b a t e d  f o r  4 h o u r s  in  E C 2 P  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  l e v e l s  of 
m e t h i o n i n e  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  42 h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n  in  
2 m l  r e p l a c e m e n t  m e d i u m  ( E C Z F ) .  C e l l s  w e r e  b r o k e n  b y  s o n i c a t i o n  in  
t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m ,  a n d  t h e  r e s u l t a n t  s u s p e n s i o n  p l a q u e - a s s a y e d  f o r  
H S V  ( s e e  M e t h o d s ,  S e c t i o n  3 . 3 ) .  T h e s e  r e s u l t s  ( F i g u r e  10) s u g g e s t e d
t h a t ,  a s  f o r  a r g i n i n e  ( T a n k e r s l e y ,  1964;  B e c k e r ,  O l s h e v s k y  & L e v i t t ,
1967;  I n g l i s ,  . 1968) ,  s o m e  e x t r a c e l l u l a r  m e t h i o n i n e  w a s  r e q u i r e d  f o r  
t h e  m a x i m u m  f o r m a t i o n  o f  H S V  v i r i o n s .  H o w e v e r ,  i t  a l s o  r e v e a l e d  
t h a t  H SV  w a s  r e p l i c a t e d  n o r m a l l y  i n  l e v e l s  o f  m e t h i o n i n e  m u c h  l o w e r  
t h a n  t h o s e  r e q u i r e d  f o r  n o r m a l  l e v e l s  of h o s t  n u c l e i c  a c i d  s y n t h e s i s  
( F i g u r e  9 (a) a n d  (b)) .  A t  7% n o r m a l  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n ,  v i r u s  
g r o w t h  w a s  n o r m a l ,  w h i l e  h o s t  D N A  a n d  R N A  s y n t h e s i s  h a d  b e e n  
r e d u c e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  3 0% a n d  40%  n o r m a l  a f t e r  9 - 1 4  h o u r s  a n d  
8 - 1 2  h o u r s  r e s p e c t i v e l y .  T h e  u s e  of  lo w  l e v e l s  of m e t h i o n i n e  in  
s u b s i s t e n c e  m e d i u m  p r o v i d e s  a  p o s s i b l e  s y s t e m  f o r  t h e  s t u d y  of  H SV  
s y n t h e s i s  i n  a s y s t e m  w i t h  r e d u c e d  h o s t  m e t a b o l i s m .
F r o m  t h e s e  s t u d i e s  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n  
o f  m e t h i o n i n e  t o  b e  p r e s e n t  in  t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m  f o r  s t u d i e s  on t h e  
m é t h y l a t i o n  of  n u c l e i c  a c i d  w a s  20%, b u t  t h a t  t h i s  l e v e l  c o u l d  b e  r e d u c e d
F i g u r e  10.
E f f e c t  o.f M e t h i o n i n e  C o n c e n t r a t i o n  on  HSV G r o w t h
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t o  7% i f  n e c e s s a r y  f o r  s t u d i e s  on  t h e  f o r m a t i o n  of  p r o g e n y  v i r u s .
1 . 5 .  E q u i l i b r a t i o n  of M e t h i o n i n e  b e t w e e n  M e d i u m  a n d  C e l l s
C o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  of B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  on  50 m m  P e t r i  
d i s h e s  w e r e  p r e i n c u b a t e d  f o r  5 h o u r s  in  E C 2 P  [^20% m e t  ] a n d  0. 1 p C  
l^m e t h v l  - ^"^C J  L - m e t h i o n i n e  ( 5 3 . 6  p C / p m o l ) .  A f t e r  w a s h i n g  t h e  
c e l l  s h e e t s  w i t h  t h e  l o w - m e t h i o n i n e  E C 2 ,  t h e  m e d i u m  w a s  t h e n  r e p l a c e d  
b y  1. 5 m l  n o n - r a d i o  a c t i v e  E C 2 P  20% m e t  ^ , a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d .  
T h e  r a d i o a c t i v i t y  in  t h e  m e d i u m  a n d  i n  t h e  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d - s o l u b l e  
f r a c t i o n  of  t h e  c e l l s  w a s  t h e n  e s t i m a t e d  a t  i n t e r v a l s  ( s e e  F i g u r e  11).
T h e r e  w a s  a n  i n i t i a l  r a p i d  l o s s  of r a d i o  a c t i v e l y - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e  
f r o m  t h e  c e l l s ,  w h i c h  s u g g e s t s  a  r a p i d  e x c h a n g e  b e t w e e n  c e l l s  a n d  
m e d i u m .  A l s o ,  a n  a p p a r e n t  c o m p l e t e  e q u i l i b r a t i o n  of m e t h i o n i n e  in  t h e  
c e l l  w a s  a t t a i n e d  a f t e r  a b o u t  1-| h o u r s  i n c u b a t i o n .  O n  t h e  o t h e r  h a n d  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  m e t h i o n i n e  t o o k  m u c h  l o n g e r  to  e q u i l i b r a t e .  F o r  t h i s  
r e a s o n ,  a l t h o u g h  t h e  m o r e  i m p o r t a n t  f a c t o r  in  s u b s e q u e n t  w o r k  w a s  t h e  
e f f e c t i v e  e q u i l i b r a t i o n  of  t h e  i n t r a c e l l u l a r  m e t h i o n m e ^ a  p r e i n c u b a t i o n  
p e r i o d  o f  4  h o u r s  w a s  r o u t i n e l y  u s e d  in  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  l o w -  
m e t h i o n i n e  m e d i u m .
U s i n g  v a l u e s  f r o m  t h e  e q u i l i b r a t e d  s y s t e m ^  a n  e s t i m a t i o n  w a s
-1 5o b t a i n e d  of  t h e  " p o o l "  s i z e  o f  a p p r o x i m a t e l y  1. 5 x  10 m o l  " f r e e "  
m e t h i o n i n e  p e r  B H K 2 1 /  C l 3 c e l l  i n c u b a t e d  i n  E C 2 F  [^20% m e t  ^  .
W h e n  r a d i o  a c t i v e l y - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e  i s  i n c l u d e d  in  i n c u b a t i o n
F i g u r e  I 1.
E q u i l i b r a t i o n  of  M e t h i o n i n e  b e t w e e n  M e d i u m  a n d  C e l l s
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m e d i u m ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h i s  a m i n o  a c i d  w i l l  b e  d i l u t e d  o u t  b y  
i n t r a c e l l u l a r  u n l a b e l l e d  m a t e r i a l .  T h e  a b o v e  r e s u l t  s u g g e s t e d  a  
d i l u t i o n  f a c t o r  of a p p r o x i m a t e l y  1 . 2  5 w h e n  2 0% n o r m a l  m e t h i o n i n e  w a s  
u s e d  in  E C 2 .  In  S e c t i o n  1 . 6  f u r t h e r  e s t i m a t i o n s  of t h e  d i l u t i o n  f a c t o r  
a r e  d e s c r i b e d  w h i c h  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  v a l u e ,
1 . 6 .  E s t i m a t i o n  of  a  M e t h i o n in e  D i l u t io n  F a c t o r  f o r  B H K 2 1 / C I 3  C e l l s
1 . 6 .  1. A m i n o  a c i d  a n a l y s i s
A  c o n f l u e n t  m o n o l a y e r  of  B H K .2 1 /C 1 3  c e l l s  w a s  i n c u b a t e d  
in  a n  80 oz r o l l e r  b o t t l e  f o r  8 h o u r s  in  E C 2 F  7% m e t  J  a t  a  f i n a l  
s p e c i f i c  a c t i v i t y  of 15 p C / p m o l  m e t h y l - C l -  E - m e t h i o n i n e .
C e l l s  w e r e  s c r a p e d  o f f  a n d  s u s p e n d e d  b r i e f l y  in  i c e - c o l d  0. I M - t r i s  - 
H C l  b u f f e r ,  pH 7. 7 a n d  0. 1 5 M - N a C l ,  a n d  t h e n  in  0. 5 M - p e r c h l o r i c  a c i d .  
A f t e r  h o m o g e n i z a t i o n ,  c e l l  d e b r i s  w a s  w a s h e d  w i th  p e r c h l o r i c  a c i d ,  
t h e  s u p e r n a t a n t s  p o o l e d ,  n e u t r a l i z e d  w i t h  K O H , a n d  f r e e z e - d r i e d .  A 
s a m p l e  of t h e  m e d i u m  u s e d  w a s  m a d e  0. 5N w i t h  r e s p e c t  to  p e r c h l o r i c  
a c i d ,  n e u t r a l i z e d  w i t h  K O H  a n d  a l s o  f r e e z e - d r i e d .  S a m p l e s  of c e l l  
e x t r a c t  a n d  m e d i u m  w e r e  d i s s o l v e d  in  w a t e r  a n d  t h e  m e t h i o n i n e  c o n t e n t  
m e a s u r e d  b y  a u t o m a t i c  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s  (by c o u r t e s y  of  D r  s .  G. L e a f  
a n d  W. W u n n e r ) .  R a d i o a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  in  d i o x a n  s c i n t i l l a n t .  
S p e c i f i c  a c t i v i t i e s  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  c e l l  e x t r a c t  a n d  m e d i u m  w e r e
1 1 . 6  p C / p m o l  a n d  1 4 . 0  p C / p m o l  m e t h i o n i n e  r e s p e c t i v e l y ,  i n d i c a t i n g  a  
d i l u t i o n  f a c t o r  of 1 , 2 .
72.
i . 6.. 2. C o m p a r i s o n  o f  I n c o r p o r a t i o n  of |7^H f - a n d  -
m e t h y l - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e
A c o n f l u e n t  m o n o l a y e r  of B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  in  a n  80 oz  
r o l l e r  b o t t l e  w a s  p r e i n c u b a t e d  f o r  4 h o u r s  in  E C 2 F  [  7% m e t ] .
T h i s  m e d i u m  w a s  t h e n  r e p l a c e d  b y  t h e  s a m e  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  3 p C  
m e t h y l  - C J - E - m e t h i o n i n e  (53. 7 p C / p m o l )  t o  g iv e  a  f i n a l  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  of 0. 77 p C / p m o l ,  a n d  1 pC  m e t h y l  - ]  - E - m e t h i o n i n e
( 5 . 4  m C / p m o l )  t o  g iv e  a  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of 3 p C / p m o l .  T h e  
m e d i u m  w a s  s a m p l e d  a f t e r  i n t e r v a l s  a t  37°  a n d  i t s  r a d i o a c t i v e  c o n t e n t  
m e a s u r e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  b o t h  i s o t o p e s  w e r e  t a k e n  u p  b y  t h e  c e l l s  
a t  a n  e q u a l  r a t e .  F i n a l l y  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  5 t i m e s  w i t h  i c e - c o l d  
E a g l e ' s  m e d i u m ,  r e m o v e d  f r o m  t h e  p l a t e  w i t h  v e r s e n e ,  p r e c i p i t a t e d  
a n d  w a s h e d  5 t i m e s  w i t h  5% w / v  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  a t  0 ° . A f t e r  
d r y i n g ,  t h e  p r e c i p i t a t e s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  0. 5 m l  h y a m i n e  h y d r o x i d e  f o r  
c o u n t i n g  i n  t o l u e n e  s c i n t i l l a n t .  S u m m a t i o n  of r e l a t i v e  s p e c i f i c  
a c t i v i t i e s  of m e t h i o n i n e  o r i g i n a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  m e d i u m  w a s  e q u a t e d  
w i t h  t h o s e  of t h e  a c i d - p r e c i p i t a b l e  c e l l  m a t e r i a l  a f t e r  24 h o u r s .  It  
w a s  a s s u m e d  t h a t  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  of  i s o t o p e  i n to  a c i d - i n s o l u b l e  
m a t e r i a l  ( m a i n l y  p r o t e i n )  o v e r  a  r e l a t i v e l y  lo n g  t i m e  i n t e r v a l  r e f l e c t e d  
t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  i n t r a c e l l u l a r  m e t h i o n i n e  " p o o l s " ,  a n d  t h a t  t h e  
r a t e  of p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  n o t  d e p e n d e n t  on t h e  l e v e l  o f  m e t h i o n i n e  in  
t h e  m e d i u m  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d .  T h e  d i l u t i o n  f a c t o r  t h u s  
o b t a i n e d  w a s  1. 3. A  s i m i l a r  s t u d y  e m p l o y i n g  l a b e l l i n g  of B H K 2 1 / C 1 3
73.
c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  HSV, o r  m o c k - i n f e c t e d  g a v e  r e s u l t s  i n d i c a t i v e  of 
d i l u t i o n  f a c t o r s  o f  1 . 0  a n d  1. 5 r e s p e c t i v e l y .
1. 6 .  3. M é t h y l a t i o n  o f  n e w l y - s y n t h e s i z e d  B H K 2 1 / C 1 3 c e l l  DN A
(a) N e w l y  c o n f l u e n t  c u l t u r e s  of B H K 2 1 / C 13 c e l l s  i n  80 oz
r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  p r e i n c u b a t e d  i n  50 m l  E C 2 F  []lOO% m e t  J  o r
1^20% m e t  J  a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  w i t h  50 m l  of f r e s h  m e d i u m  f o r
14a  f u r t h e r  5 h o u r s . 6 - t h y m i d i n e  a n d C - L -
m e t h i o n i n e  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  g iv e  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  of 2. 8 p C /
p m o l  (a t  5 X 10 ^M) a n d  7 . 6  p C / p m o l  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  d e o x y c y t i d i n e
-6t o  g iv e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 x  10 M. A f t e r  a  f u r t h e r  5 h o u r s '  
i n c u b a t i o n ,  c u l t u r e s  w e r e  e x t e n s i v e l y  w a s h e d  w i t h  m e d i u m ,  t h e  c e l l s  
r e m o v e d  w i t h  t r y p s i n  a n d  f u r t h e r  w a s h e d  w i t h  i c e - c o l d  R .  S. B .  b e f o r e  
D N A  w a s  e x t r a c t e d  b y  t h e  m e t h o d  of M a r m u r  (19 61 ) .  T h e  D N A  w a s  
p u r i f i e d  b y  C s C l  e q u i l i b r i u m  c e n t r i f u g a t i o n  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4.  2. 1) 
a n d  f r a c t i o n s  f r o m  t h i s  a n a l y s i s  w h i c h  c o n t a i n e d  DNA w e r e  p o o l e d  a n d  
e s t i m a t e d  f o r  r a d i o a c t i v i t y  in  t o l u e n e  s c i n t i l l a n t  a f t e r  p r e c i p i t a t i o n  on 
m i l l i p o r e  f i l t e r s .
In  c e l l s  i n c u b a t e d  in  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  n o r m a l  c o n c e n t r a t i o n  
o f  m e t h i o n i n e ,  o n e  m o l e  o f  n u c l e o t i d e  w a s  m e t h y l a t e d  p e r  71 m o l e s  of 
n e w l y  s y n t h e s i z e d  n u c l e o t i d e ,  a s s u m i n g  t h e  b a s e  c o n t e n t  of t h i s  DNA 
w a s  30% t h y m i n e  a n d  t h a t  t h e  r a t e s  of s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  w e r e  
e q u a l ,  a f t e r  a  30 m i n  l a g  in  t h e  c a s e  of t h e  l a t t e r ,  a s  in  H e  L a  c e l l s  
( B u r  d o n  & A d a m s ,  196 9). In  c e l l s  i n c u b a t e d  in  m e d i u m  c o n t a i n  g 20%
74.
n o r m a l  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  0. 75 m o l e %  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y  
s y n t h e s i z e d  DNA n u c l e o t i d e  w a s  i n d i c a t e d .  B u t  a n a l y s i s  of DNA 
s u g g e s t e d  a p p r o x i m a t e l y  /3 of  t h e  m e t h i o n i n e  i n c o r p o r a t e d  a p p e a r e d  . 
a s  t h y m i n e  ( s e e  l a t e r ) .  T h u s ,  on  t h i s  b a s i s ,  t h e  f r e q u e n c y  of 
o c c u r r e n c e  of 5 - m e t h y l c y t o s i n e  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  t w o  e x o g e n o u s  
m e t h i o n i n e  l e v e l s  t o  b e  1. 07% a n d  1. 13% DNA n u c l e o t i d e  r e s p e c t i v e l y .  
S i m i l a r l y ,  a  l e v e l  of 1. 05 m o l e  % m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  w a s  i n d i c a t e d  
i n  n e w l y - s y n t h e s i z e d  DNA f r o m  c e l l s  i n c u b a t e d  in  E C g F  j”* 7% m e t  
• C o m p a r i s o n  of  t h e s e  v a l u e s  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  f o r  5 - m e t h y l c y t o s i n e  b y  
c h e m i c a l  e s t i m a t i o n  (W y a t t ,  1951;  A n t o n o v ,  F a v o r  o v a  & B e l o z e r s k i i ,  
1962;  V a n y u s h i n ,  T k a c h e r a  & B e l o z e r s k y ,  1970) (O. 9 t o  1 , 3  m o l e  % 
m é t h y l a t i o n  of  n u c l e o t i d e )  i n d i c a t e d  v e r y  s m a l l  o r  n e g l i g i b l e  d i l u t i o n  
f a c t o r s .
C a l c u l a t i o n  of  " f r e e "  m e t h i o n i n e  " p o o l "  s i z e s  s u g g e s t e d  v a l u e s
- 1 5  - 1 5of  2 X 10 m o l / c e l l  a n d  10 m o l / c e l l  f r o m  d a t a  f r o m  S e c t i o n s
1 . 6 . 2  a n d  1 . 6 . 3  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  v a l u e s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h
“ 15 .
t h a t  of 1. 5 X 10 m o l / c e l l  o b t a i n e d  f r o m  m e t h i o n i n e  e q u i l i b r a t i o n
s t u d i e s  ( S e c t i o n  1 . 5 ) .
A  s u m m a r y  of  m e t h o d s  u s e d  a n d  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  m e t h i o n i n e  
d i l u t i o n  f a c t o r  e s t i m a t i o n  i s  g i v e n  i n  T a b l e  II.
T h e s e  e s t i m a t i o n s ,  w i t h  one  e x c e p t i o n ,  w e r e  m a d e  f o r  d i l u t i o n  
of  m e t h i o n i n e  b y  u n i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 13 c e U s .  It  w a s  s t i l l  c o n s i d e r e d  
p o s s i b l e  t h a t  i n f e c t i o n  of  t h e s e  c e l l s  b y  H SV c a u s e s  i n c r e a s e d
T a b l e  II
E f f e c t  o f  D i l u t i o n  o f  M e d i u m  M e t h i o n i n e  
b y  I n t r a c e l l u l a r  M e t h i o n i n e  P o o l
S e c t i o n
N u m b e r M e t h o d
M e t h i o n i n e
C o n c e n t r a t i o n
D i l u t i o n
F a c t o r
1 . 6 . 1 . A m i n o  A c i d  A n a l y s i s 7% N o r m a l 1 . 2
1 . 6 ,  2
3 14 
H - a n d  C - I n c o r p o r a t i o n 7% N o r m a l 1 . 3
1. 5. E q u i l i b r a t i o n  S tu d y 20%  N o r m a l 1 . 2 5
1 . 6 . 3 . N e w l y  S y n t h e s i z e d  D N A 7% N o r m a l 1. 05
1 . 6 . 3 . N e w l y  S y n t h e s i z e d  D N A 20%  N o r m a l 1. 13
1 . 6 . 3 . N e w l y  S y n t h e s i z e d  D N A 7% N o r m a l 1. 07
75.
d e g r a d a t i o n  of  p r o t e i n ,  a n d  t h a t  t h i s  a u g m e n t s  t h e  c e l l u l a r  
m e t h i o n i n e  " p o o l s " .  A s t u d y  of  th e  i n v o l v e m e n t  o f  m e t h i o n i n e  i n  
p r o t e i n  m e t a b o l i s m  d u r i n g  H S V - i n f e c t i o n  of B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  w a s  
t h e r e f o r e  c a r r i e d  ou t .
1 . 7 .  P r o t e i n  M e t a b o l i s m  in  H S V - I n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s
B H K 2 I / C I 3 c e l l s  w e r e  g r o w n  t o  c o n f l u e n c e  on  90 m m
14 C “ L - m e t h i o n i n eP e t r i  d i s h e s  in  E C 2 P  i n  t h e  p r e s e n c e  of 
a t  a  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  6 p ,C / p m o l ,  w a s h e d  e x t e n s i v e l y  w i t h  E C Z ,  
a n d  i n c u b a t e d  f o r  24  h o u r s  a t  37 i n  10 m l  E C 2 . C u l t u r e s  w e r e
i n f e c t e d  w i t h  H S V  (10 P .  F ,  U. /  c e l l )  o r  m o c k - i n f e c t e d ,  a n d  i n c u b a t e d  in
r  3 "IE C 2 F  c o n t a i n i n g  m e t h y l  - H J  - L - m e t h i o n i n e  a t  a  f i n a l  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  o f  1. 5 | j , C / p m o l  a f t e r  r e m o v a l  of e x c e s s  v i r u s  a t  t h e  e n d  of 
1 h o u r ' s  a d s o r p t i o n .  A t  i n t e r v a l s ,  t h e  m e d i u m  w a s  s a m p l e d  a n d  t h e  
c e l l s  r e m o v e d  a n d  h o m o g e n i z e d  in  0. 5 m l  R .  S. B . a t  0 ° .
F i g u r e  12 (a) d e p i c t s  t o t a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  b r e a k d o w n  a n d  
d i l u t i o n  m e a s u r e d  b y  c o n t i n u a l  m o n i t o r i n g  of  t h e  m e t h i o n i n e  l a b e l  
(^H a n d  ^"^C r e s p e c t i v e l y )  d u r i n g  t h e  c o u r s e  of t h e  e x p e r i m e n t .  T h e
o v e r a l l  r a t e  of p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( a s  m e a s u r e d  b y  m e t h i o n i n e  
i n c o r p o r a t i o n )  i s  s e e n  t o  h a v e  b e e n  s l i g h t l y  l o w e r  i n  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s  
t h a n  i n  u n i n f e c t e d  c e l l s .  O v e r  a  9 h o u r  p e r i o d ,  p r o t e i n  s y n t h e s i s  in  
t h e  i n f e c t e d  c e l l s ,  m e a s u r e d  b y  m e t h i o n i n e  u p t a k e ,  a m o u n t e d  to  80%
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M e t h i o n i n e  M e t a b o l i s m  in  C o u t r o l  a n d  H SV  - i n f e c t e d
B IT K 2 1 /C 1 3  C e l l s
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H o u r s  a f t e r  I n f e c t i o n
100  •
- 5 0
H o u r s  a f t e r  I n f e c t i o n
B H K 2 1 / C Î 3  c e l l s  g r o w n  i n  t h e  p r e s e n c e  of 14 c]-
L - m e t h i o n i n e  w e r e  w a s h e d ,  m o c k - i n f e c t e d ,  o r  i n f e c t e d  w i t h
H S V  (10 P .  F ,  U. /  c e l l )  a n d  i n c u b a t e d  in  E C 2 F  c o n t a i n i n g  I m e t h ’^ 
3 -H - L - m c t h i o n i n e .  (a) A c i d - i n s o l u b l e  a n d  (b) a c i d - s o l u b l e  
c e l l  m a t e r i a l  .
14
A--------A , C o n t r o l  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  C d. p . m .  j
14à  Â  , H S V - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  C d. p .  m .  ;
, C o n t r o l  B H K 2 1 /  C 1 3 c e l l  H  d. p .  m .  ;
e- , H S V - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  H d, p .  m .
76.
o f  c o n t r o l  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h i s  r e s u l t  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e
f i n d i n g s  o f  K a p l a n  & B e n - P o r a t  (1959) ,  R o i z m a n ,  B o r m a n  &: R o u s t a
(19 6 5 ) ,  H a m a d a  & K a p l a n  (1965)  a n d  S y d i s k i s  L R o i z m a h  (1966)  w h o
s h o w e d  t h a t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  c o n t i n u e s  i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s  ( a s
m e a s u r e d  b y  a r g i n i n e  a n d  l e u c i n e  i n c o r p o r a t i o n )  a t  a  l e v e l  s l i g h t l y
b e l o w  t h a t  o f  t h e  h o s t  c e l l .
I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  no te , ,  h o w e v e r ,  t h a t  a t  a r o u n d  13 h o u r s  P .  I.
v e r y  l i t t l e  a p p a r e n t  s y n t h e s i s  t a k e s  p l a c e  ( F i g u r e  12 (a)) a n d  t h i s  i s
p e r h a p s  d u e  t o  v i r u s  r e l e a s e  b a l a n c i n g  t h e  u p t a k e  of p r e c u r s o r .
F r a c t i o n a t i o n  of  t h e  c e l l s  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 .  1) s h o w e d  t h a t  r e d u c t i o n
i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  o c c u r r e d  i n  e a c h  f r a c t i o n  ( s o l u b l e ,  r i b o s o m a l
a n d  n u c l e a r )  a f t e r  i n f e c t i o n  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h a t  fo u n d  f o r  t h e
whole  c e l l  ( F i g u r e  12 (a)) .
T h e  d e c r e a s e  in  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  c e l l
p r o t e i n  l a b e l l e d  d u r i n g  t h e  p r e i n c u b a t i o n  p e r i o d  p r i o r  t o  i n f e c t i o n
14( r e p r e s e n t e d  b y  C c o n t e n t )  ( F i g u r e  12 (a)) c a n  b e  e q u a t e d  w i t h  th e  
t u r n o v e r  of p r o t e i n  in  t h e s e  c e l l s .
r  14 nT h e  l e v e l s  of r a d i o a c t i v i t y  f r o m  m e t h y l  - CJ - L - m e t h i o n i n e
( w i th  w h i c h  t h e  c u l t u r e s  h a d  b e e n  p r e i n c u b a t e d )  in  t h e  a c i d - s o l u b l e
f r a c t i o n  of i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  c e l l s  ( F i g u r e  12 (b)) s h o w e d  no
3
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e o v e r  t h e  t i m e  p e r i o d  s t u d i e d ,  w h i l e  t h e  H l e v e l s ,
f r o m -  3 nm e t h y l  - H  - L - m e t h i o n i n e  p r e s e n t  i n  t h e  m e d i u m  d u r i n g
77.
i n c u b a t i o n ,  in  t h i s  f r a c t i o n  w e r e  i d e n t i c a l  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  
T h u s  t h e  r e s u l t s  of t h i s  e x p e r i m e n t  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  i s  n o  a p p r e c i a b l e  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  c e l l s  in  t e r m s  of m e t h i o n i n e  
u p ta lce  a n d  r e l e a s e ,  a n d  t h e r e f o r e  i t  w a s  a s s u m e d  i n  s u b s e q u e n t  
e x p e r i m e n t s  t h a t  t h e  d i l u t i o n  e f f e c t s  i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  s i m i l a r  
t o  t h o s e  i n  u n i n f e c t e d  c e l l s .
2. S Y N T H E S I S  A N D  M E T H Y L A T I O N  O F  T O T A L  N U C L E I C  A CID 
F R O M  H S V - I N F E C T E D  C E L L S
2 , 1 .  M A K  C o l u m n  F r a c t i o n a t i o n
In a n  i n i t i a l  s t u d y  of  n u c l e i c  a c i d  m é t h y l a t i o n ,  B H K 2 1 / C 1 3
c e l l  c u l t u r e s ,  in  80 oz r o l l e r  b o t t l e s ,  w e r e  i n c u b a t e d  a t  37°  f r o m  1 t o  5
o r  1 t o  9 h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  H SV  (80 P .  F .  U. / c e l l )  i n  50 m l
E C 2 F  c o n t a i n i n g  20 g,C j^m e t h y l  - C J  - L - m e t h i o n i n e  ( 5 6 . 8  m C / m m o l )
a t  a  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  28 pC  p m o l .  T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d
u s i n g  v e r s e n e ,  a n d  t h o r o u g h l y  w a s h e d  w i t h  c o l d  m e d i u m  b e f o r e
e x t r a c t i o n  of t h e  n u c l e i c  a c i d  b y  a  m o d i f i c a t i o n  of t h e  m e t h o d  of S a i t o  &
M i u r a  (1963)  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  6.  1).
F r a c t i o n a t i o n  of  t h e  n u c l e i c  a c i d s  on M A K  c o l u m n s  w a s  c a r r i e d
o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  S e c t i o n  4. 2. 2. T h e  N a C l  e l u t i n g  g r a d i e n t
w a s  m e a s u r e d  b y  r e f r a c t o m e t r y  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  5 . 2 . ) .  T h i s
t e c h n i q u e  w a s  e m p l o y e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  o b t a i n  f r a c t i o n a t i o n  of DNA
f r o m  t h e  m a j o r  s p e c i e s  o f  R N A .  In  t h i s ,  i t  w a s  s u c c e s s f u l .
F i g u r e  13.
F r a c t i o n a t i o n  o f  N u c l e i c  A c i d s  by  M A K  C o l u m n
C h r o m a t o g r a p h y
I  T o t a l  n u c l e i c  a c i d  w a s  e x t r a c t e d ,  f r o m  u n i n f e c t e d  a n d
I
H S V - f in f e c te d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n c u b a t e d  in  E G 2 F  m e ^  a n d  
l a b e l l e d  f o r  t h e  t i m e s  s h o w n  b e l o w  w i t h  |^ e t h y l - - E - m e t h i o n i n e ,
b y  a  c o l d  p h e n o l  m e t h o d .  T h e  s a m p l e s  w e r e  a p p l i e d  to  t h e  c o l u m n  i n
S, S. p .  , a n d  e l u t e d  w i t h  a  N a C l  g r a d i e n t  i n  0 . 2  M - p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  6. 3
I
a t  2 h i l / m i n .  S a m p l e s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  o n  m i l l i p o r e  f i l t e r s  w i t h  
t r i c i ^ l o r o a c e t i c  a c i d  f o r  c o u n t i n g  in  t o l u e n e - b a s e d  s c i n t i l l a n t .
o ! o, u .  V .  - a b s o r b a n c e ,
I
d. p .  m .  f r o m  j m e t h y l -  ^'^C - L - m e t h i o n i n e
A ------i— A, N a C l  g r a d i e n t .
(a) h n i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  p u l s e d  8 h o u r s .
(b) ; H S V - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  p u l s e d  1 - 9  h o u r s  P .  I.
(c) u n i n f e c t e d  B H K 2 1 / C Î 3  c e l l s  p u l s e d  4 h o u r s .
(d) H S V - i n f e c t e d  B H K 2 1 /  C 13 c e l l s  p u l s e d  1 - 5  h o u r s  P .  I.
c d. p.  m . U - , y  ,  j - j .  A *
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7 8.
T h e  r e s u l t s  ( F i g u r e  13) s h o w e d  t h a t  t h e  t o t a l  e x t e n t  o f  m é t h y l a t i o n
of e a c h  o f  t h e  s p e c i e s  f r a c t i o n a t e d ^  t R N A ,  DNA a n d  r R N A ,  e l u t i n g
f r o m  t h e  c o l u m n  w i t h  0. 5 2 M, 0. 6 8 M  a n d  0. 88M  N a C l  r e s p e c t i v e l y
w a s  l o w e r  in  i n f e c t e d  c e l l s  t h a n  in  c o n t r o l  c e l l s .  T h e r e  w a s  a  m a r k e d
f a l l  i n  r R N A  m é t h y l a t i o n ,  e s p e c i a l l y  o v e r  t h e  9 h o u r  l a b e l l i n g  p e r i o d ,
t h e r e  b e i n g  a p p a r e n t l y  n e g l i g i b l e  f u r t h e r  i n c o r p o r a t i o n  of m e t h y l  g r o u p s
a f t e r  t h e  1 - 5  h o u r  p u l s e ,  w h i l e  t R N A  m é t h y l a t i o n  w a s  m u c h  l e s s
a f f e c t e d .  A  f a l l  i n  DNA. m é t h y l a t i o n  p r o v e d  d i f f i c u l t  t o  q u a n t i t a t e  o w in g
t o  l o w  l e v e l s  of i n c o r p o r a t i o n  e v e n  in  t h e  c o n t r o l  c e l l s .  T h e s e  r e s u l t s
p r o b a b l y  r e f l e c t  a  d e c r e a s e  i n  s y n t h e s i s  of n u c l e i c  a c i d  a f t e r  H SV
i n f e c t i o n ,  and^ t h e r e f o r e ,  a t t e m p t s  w e r e  m a d e  t o  i n v e s t i g a t e  t h i s  u s i n g
t h e  a b o v e  t e c h n i q u e .  H o w e v e r ,  t h i s  t y p e  of f r a c t i o n a t i o n  p r o v e d  to  b e
u n r e l i a b l e  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  r e q u i r e d ,  a n d  w a s  t h e r e f o r e  a b a n d o n e d
i n  f a v o u r  of a m o r e  a c c u r a t e  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e .
2 . 2 .  F r a c t i o n a t i o n  of N u c l e i c  A c i d s  on t h e  B a s i s  of C e l l u l a r  
L o c a t i o n
I n  p l a c e  o f  a t e c h n i q u e  w h i c h  s e p a r a t e d  DNA, tR N A  a n d  r R N A ,  
t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e s  w e r e  r o u t i n e l y  u s e d  p r i m a r i l y  to  f r a c t i o n a t e  
D N A  f r o m  c y t o p l a s m i c  R N A ,  w h i c h  t h e n  c o u ld  e a s i l y  b e  f u r t h e r  
f r a c t i o n a t e d .
A f t e r  p r e i n c u b a t i o n  i n  E C 5 F  |_7% m e t  J , 80 oz  r o l l e r  b o t t l e  
c u l t u r e s  of B H K 2 1 /  C13 c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H S V  (10 P .  F .  U. /  c e l l )
7 9.
o r  w e r e  m o c k - i n f e c t e d .  F o l l o w i n g  one  h o u r ' s  a d s o r p t i o n  a t  3 7 ° ,  
t h e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4 h o u r s  in  E C 2 F  [^7% m e t  ^  b e f o r e
r  3 1 r  14
t h e  a d d i t i o n  of G - H - u r i d i n e  a n d  i m e t h y l  - C - E - m e t h i  on in  e
a t  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  of 1 2 . 5  p C / p m o l  a n d  3 9 pC / p m o l ,  r e s p e c t i v e l y ,  
a n d  c y t i d i n e  ( to 3 x 1 0  ^M ) f o r  a  f u r t h e r  4 h o u r s ’ i n c u b a t i o n  a t  37^ ,  i .  e .
5 t o  9 h o u r s  P .  I. T h e  c y t i d i n e  w a s  a d d e d  t o  p r e v e n t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  
of  l a b e l  f r o m  l a b e l l e d  c y t i d i n e  v ia  . l a b e l l e d  u r i d i n e  i n to  t h e  r a p i d l y -  
t u r n e d - o v e r  C C A - t e r m i n u s  of  t R N A .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  used ,  w a s  
f o u n d  to  h a v e  n o  i n l i i b i t o r y  e f f e c t  on  c e l l u l a r  R N A  m e t a b o l i s m .
A f t e r  t h e  c e l l s  h a d  b e e n  e x t e n s i v e l y  w a s h e d ,  t h e y  w e r e  
f r a c t i o n a t e d  b y  o s m o t i c  d i s r u p t i o n  u s i n g  t h e  m e t h o d  of B e c k e r  &
J o k l i k  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 .  1 . ) .  T h e  c y t o p l a s m i c  s o l u b l e  f r a c t i o n  
a n d  t h e  r i b o s o m e s  w e r e  s e p a r a t e d  c e n t r i f u g a l l y  a s  d e s c r i b e d  in  
M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 .  1. a n d  t h e  R N A  i s o l a t e d  f r o m  t h e m  b y  t h e  p h e n o l  
m e t h o d  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  6 . 2 ) .  T h e s e  R N A  f r a c t i o n s  w e r e  f u r t h e r  
p u r i f i e d  b y  t r e a t m e n t  w i t h  D N a s e  (50 [ j .g /ml)  to  r e m o v e  c o n t a m i n a t i n g  
D N A  f o l l o w e d  b y  p r o n a s e  (100 p g / m l )  t o  r e m o v e  a n y  r e s i d u a l  p r o t e i n  
a n d  t o  d e a c y l a t e  a n y  r a d i o  a c t i v e l y - l a b e l l e d  m e t h i o n y l - t R N A ,  a n d  f i n a l l y  
t w o  f u r t h e r  e x t r a c t i o n s  w i t h  p h e n o l .  T h e  R N A  w a s  t h e n  p r e c i p i t a t e d  
f r o m  e t h a n o l ,  w a s h e d  w i t h  e t h a n o l ,  e t h a n o l - e t h e r  (3:1 v / v )  a n d  e t h e r .  
A d d i t i o n a l l y ,  t h e  r R N A  f r a c t i o n s  w e r e  p u r i f i e d  b y  M A K  c o l u m n
80.
c h r o m a t o g r a p h y  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 . 2 .  3). D N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  
t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  b y  t h e  m o d i f i e d  m e t h o d  of M a r  m u  r  ( M e t h o d s ,
S e c t i o n  6 . 6 .  (a)) .  A f t e r  p r e c i p i t a t i o n  f r o i n  e t h a n o l ,  t h e  DN A  w a s  
w a s h e d  t w i c e  w i t h  e t h a n o l ,  a n d  o n c e  e a c h  w i t h  e t h a n o l - e t h e r  (3:1 v / v )  
a n d  w i t h  e t h e r .  S u c h  D N A  s a m p l e s  w e r e  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  C s C l  
d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 . 2 .  1). F r a c t i o n s  
c o n t a i n i n g  D N A  w e r e  p o o l e d ,  d i l u t e d  1:5 w i t h  0, O l M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  
p H  8 . 2  a n d  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  (100,  000 g, 4 ° ,  18 h o u r ) .  T h e  
s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  e a c h  n u c l e i c  a c i d  s a m p l e  w a s  m e a s u r e d  a n d  t h e  
r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  in  T a b l e  III.
14 p  14 ~1I n  T a b l e  III, t h e  r a t i o  of  i n c o r p o r a t i o n  of  C f r o m  I m e t h y l  - C
3 p  3 —IL - m e t h i o n i n e  to  H  f r o m  |^G - H J - u r i d i n e  r e f l e c t s  t h e  s p e c i f i c
a c t i v i t y  of  n e w l y  s y n t h e s i z e d  R N A .  In  t h i s  e x p e r i m e n t  t r e a t m e n t  w i t h
p r o n a s e  w a s  c a r r i e d  ou t  t o  r e m o v e  m e t h i o n i n e  a c y l a t e d  to  tR N A ,  a n d
to  d i g e s t  a n y  p r o t e i n  w h i c h  h a d  s u r v i v e d  t h e  p h e n o l  e x t r a c t i o n ,  a n d  i t  i s
e v i d e n t  t h a t  i n  B H K 2 1 / 0 1 3  c e l l s  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y  s y n t h e s i z e d  tR N A
i s  a p p a r e n t l y  i n h i b i t e d  b y  45%  5 - 9  h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  HSV.
F u r t h e r ,  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  m é t h y l a t i o n  of n e w l y -
s y n t h e s i z e d  r R N A  w a s  i n c r e a s e d  on  H S V  i n f e c t i o n  of  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s ,
b u t  t h i s  m a y  w e l l  h a v e  b e e n  c a u s e d  b y  i n a c c u r a c y  of m e a s u r e m e n t  of
^H  i n  t h e  r e l a t i v e  a n d  ^H l e v e l s  p r e s e n t  i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  r R N A
p r e p a r a t i o n .  I t  i s  c l e a r ,  h o w e v e r ,  t h a t  r R N A  s y n t h e s i s  w a s  i n h i b i t e d
81.
(93%) m u c h  m o r e  t h a n  t h e  c y t o p l a s m i c  s o l u b l e  R N A  (2 5%), a s  h a s  
p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  (H ay ,  K o t e l e s ,  K e i r  & S u b a k - S h a r p e ,  1966;  
W a g n e r  & R o i z m a n ,  196 9), a n d  a s  f o u n d  w i t h  M A K  ( S e c t i o n  2 . 1 ) .
A s  w a s  e v i d e n t  f r o m  r e s u l t s  i n v o l v i n g  M A K  f r a c t i o n a t i o n ,  t h i s  
p r e s e n t  s t u d y  s h o w e d  t h a t  g r o s s  DNA m é t h y l a t i o n  d e c r e a s e d  in  
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  HSV .  H o w e v e r ,  t h i s  i s  l i k e l y  
t o  b e  r e l a t e d ,  a t  l e a s t  p a r t l y ,  t o  i n h i b i t i o n  of  h o s t  D N A  s y n t h e s i s  b y  
t h e  v i r u s .
S i m i l a r  s t u d i e s  h a v e ,  s u b s e q u e n t l y  b e e n  c a r r i e d  o u t  to  c o m p a r e  
R N A  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  in  tw o  c e l l  t y p e s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  
H S V ,  e x a m i n i n g  p a r t i c u l a r l y  t h e  R N A  l a b e l l e d  f r o m  1 t o  7 h o u r s  P ,  I. 
T h e s e  c e l l  l i n e s  w e r e  B H K 2 1 / C 1 3  a n d  H E p - 2  in  w h i c h  s i m i l a r  p a t t e r n s  
o f  RNA. m e t a b o l i s m  w e r e  o b s e r v e d .  M é t h y l a t i o n  of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  
t R N A  w a s  i n h i b i t e d  in  b o t h  s y s t e m s ,  and ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  r e s u l t s  
s h o w n  i n  T a b l e  III ,  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  r R N A  w a s  l o w e r  
i n  i n f e c t e d  t h a n  i n  u n i n f e c t e d  c e l l s .  I t  w a s  c l e a r  t h a t  t h e  p a t t e r n  
e m e r g i n g  w a s  one  of  i n h i b i t i o n  of s y n t h e s i s  of  t R N A  a n d  r R N A  a n d  a l s o  
i n h i b i t i o n  o f  m é t h y l a t i o n  of  t h e s e  s p e c i e s .  I t  w a s  n o t j h o w e v e r ,  
a p p a r e n t  f r o m  t h e s e  q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  w h e t h e r  t h e  l a t t e r  i n h i b i t i o n  
w a s  d e p e n d e n t  o n ly  on  t h e  f o r m e r ,  o r  w h e t h e r  s o m e  a d d i t i o n a l  f a c t o r  
w a s  i n v o l v e d .  T h e  f o l l o w i n g  q u a l i t a t i v e  s t u d y  w a s  t h e r e f o r e  c a r r i e d  
ou t .
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8 2 .
2 . 3 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  M e t h y l a t e d  B a s e  P a t t e r n  in  S o l u b l e  
R N A  A f t e r  I n f e c t i o n  of  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s  w i t h  H S V
P u r i f i e d  c y t o p l a s m i c  s o l u b l e  R N A  w a s  o b t a i n e d  f r o m
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s ,  i n f e c t e d  w i t h  H S V  (10 P .  F .  U . / c e l l ) ,  w h i c h  h a d
b e e n  i n c u b a t e d  i n  E C 2 F  c o n t a i n i n g  1 m e t h y l  - H - L - m e t h i o n i n e
a t  a  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  3 . 4  p C / p m o l  f r o m  1 t o  7 h o u r s  P .  I.
S a m p l e s  of t h e  R N A s  w e r e  h y d r o l y z e d  b y  i n c u b a t i n g  f o r  18 h o u r s  a t  
37 w i t h  0. 3 M -K O H  f o l l o w e d  b y  n e u t r a l i z a t i o n  w i t h  p e r c h l o r i c  a c i d .
T h e  h y d r o  l y s a t e s  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  on W h a t m a n  I M M  p a p e r  
( M e t h o d s ,  S e c t i o n  5. 3. 2) a n d  a u t o r a d i o g r a m s  m a d e  on  X - r a y  f i l m  
o v e r  a  p e r i o d  of 3 m o n t h s '  e x p o s u r e .  A  c o m p a r i s o n  of t h e  r e s u l t s  
f r o m  t h i s  s t u d y  of  t h e  b a s e  c o n t e n t  of s o l u b l e  R N A  f r o m  B H K 2 1 / C 1 3  
c e l l s  ( c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  w i t h  HSV) i s  s h o w n  i n  F i g u r e  14. E i g h t ,  
a n d  p o s s i b l y  n i n e ,  m e t h y l a t e d  s p e c i e s  w e r e  fo u n d ,  a n d  t h e i r  l o c a t i o n s  
o n  t h e  t w o  c h r o m a t o g r a m s  a l l o w e d  s u p e r  i m p o s i t i o n  of t h e  a u t  o r  a d i o g r  a n a  s 
T h e  a u t o r a d i o g r a n - i  B of  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  s a m p l e s  d id  n o t  d i f f e r  t o  
a n y  s i g n i f i c a n t  q u a l i t a t i v e  e x t e n t  e x c e p t  i n  one  c a s e ,  s p o t  N o .  4, t h i s  
b e i n g  p r e s e n t  on  t h e  c o n t r o l  f i l m  b u t  n o t  on  t h e  f i l m  f r o m  H S V - i n f e c t e d  
B H K 2 1 / C 1 3  s o l u b l e  R N A  h y d r o l y s a t e .  T h e  a r e a s  of t h e  c h r o m a t o g r a m s  
c o r r e s p o n d i n g  t o  e a c h  s p o t  on t h e  X - r a y  f i l m s  w e r e  c u t  ou t  a n d  c o u n t e d  
u s i n g  a  l o w - b a c k g r o u n d  g a s  f lo w  c o u n t e r .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  
T a b l e  IV.  M i n o r  d i f f e r e n c e s  h a v e  p r o b a b l y  a r i s e n  b e c a u s e  of  t h e
j F i g u r e  14
S o l u b l e  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  B H K 2 1 /  C l 3 C e l l s  i n f e c t e d  with. H S V  
o r  m b c k “i n f e c t e d  a s  d e t a i l e d  i n  S e c t i o n  2.  3 w a s  h y d r o l y z e d  a n d  
s u b j e c t e d  t o  c h r o m a t o g r a p h y  o n  W h a t m a n  I M M  p a p e r .  S o l v e n t  f o r  
1 s t  d i r e c t i o n  w a s  i s o - b u t y r i c  a c i d :  0 .  5 M - N H ^ O H  (5 0 :3 0  v / v ) :  s o l v e n t  
f o r  2 n d  d i r e c t i o n  w a s  i s o - p r o p a n o l :  c o n e  H C l :  H ^ O  (53 .  5: 19. 3:
15. 6 !by w e i g h t ) ,
I
1 ^ 2 ^ ,  a b s o r b i n g  s p o t s .
I
' A u t o r a d i o g r a m s  o b t a i n e d  b y  e x p o s i n g  X - r a y  f i l m s  t o  t h e
i
c h r o h a a t o g r a m s  f o r  3 m o n t h s  w e r e  c o m p a r e d .
, S p o t  p r e s e n t  o n  C o n t r o l  F i l m ;
 ^ S p o t  p r e s e n t  on  I n f e c t e d  F i l m .
! T a b l e  IV
j
j S p o t s  a r b i t r a r i l y  n u m b e r e d  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  14 w e r e  e x c i s e d
f r o m  t h e  c h r o m a t o g r a m s  a n d  m e a s u r e d  f o r  r a d i o a c t i v i t y  u s i n g  a  L o w
[
B a c k g r o u n d  G a s  F l o w  C o u n t e r .  A v e r a g e  c . p . m .  a n d  t h e  % c o n t r i b u t i o n s  
f r o m  e a c h  s p o t  a r e  l i s t e d .
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« Gr^ i
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’X} d u01
pq
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A
CO
S e c o n d  D i r e t i o n
T a b l e  IV
S p o t  N o . 1 4 C^ c.  p .  m . % T o t a l S p o t  N o .
14
C c- p. m . % T o t a l
I n f e c t e d  1 17 4 .  3 C o n t r o l  1 16 2. 6
I n f e c t e d  2 4 9 1 1 . 6 C o n t r o l  2 76 12. 6
I n f e c t e d  3 82 19. 5 C o n t r o l  3 136 22 .  6
I n f e c t e d  4 4 0. 9 C o n t r o l  4 21 3. 5
I n f e c t e d  5 51 12. 1 C o n t r o l  5 64 10. 7
I n f e c t e d  6 79 18. 7 C o n t r o l  6 89 14. 8
I n f e c t e d  7 46 10. 9 C o n t r o l  7 98 16. 7
I n f e c t e d  8 93 22 .  1 C o n t r o l  8 130 21 .  7
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d i f f i c u l t y  of  e x c i s i n g  a r e a s  f r o m  t h e  tw o  c h r o m a t o g r a m s  i n  a n  
i d e n t i c a l  f a s h i o n .  A g a i n ,  h o w e v e r ,  t h e  o n ly  m a j o r  q u a n t i t a t i v e  
d i f f e r e n c e  o c c u r r e d  i n  s p o t  N o .  4, w h i c h  g a v e  a p p r o x i m a t e l y  
b a c k g r o u n d  a c t i v i t y  i n  t h e  c a s e  of t h e  H S V - i n f e c t e d  m a t e r i a l ,  b u t  
g a v e  a s i g n i f i c a n t  c o u n t  i n  t h e  c a s e  of t h e  c o n t r o l  m a t e r i a l .  A  
p o s s i b l e  s e c o n d  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e ,  i n  s p o t  N o .  7, w a s  a l s o  
a p p a r e n t ,  a g a i n  s h o w i n g  a l o s s  o f  a c t i v i t y  i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  r e l a t i v e  
t o  t h e  c o n t r o l  c e l l .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  of s o m e  a c t i v i t y  
i n  s p o t s  4 a n d  7 i n  t h e  X - r a y  f i l m s  of H S V - i n f e c t e d  m a t e r i a l  a r o s e  f r o m  
h o s t  R N A  s y n t h e s i s  i n  u n i n f e c t e d  (o r  i n f e c t e d )  c e l l s  d u r i n g  t h e  p e r i o d  
t h a t  t h e  c u l t u r e s  w e r e  l a b e l l e d .
2 . 4 .  C o m p a r i s o n  of  H S V  w i t h  P s e u d o r a b i e s  V i r u s
S i n c e  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a n d  H S V  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d ,  i t  
s e e m e d  p r o a b l e  t h a t  t h e  f o r m e r  v i r u s  c o u l d  b e  u s e d  a s  a c o m p a r i s o n  
f o r  t h e  e f f e c t  of H e r p e s  V i r u s e s  on  R N A  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n .
S t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  a n d  R K  c e l l s  
i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  (10 P .  F .  U. /  c e l l ) .  In  t h i s  c a s e  
i n c u b a t i o n  w i t h  i s o t o p e  w a s  f r o m  1 t o  5 h o u r s  o f  v i r u s  i n f e c t i o n ,  
o t h e r w i s e  t h e  p r o c e d u r e  w a s  a s  a l r e a d y  d e f i n e d  ( S e c t i o n  2 . 2 . ) .  T h e  
r e s u l t s  in  t h e  tw o  c e l l  s y s t e m s  w e r e  s i m i l a r ,  a n d  t h o s e  f r o m  B H K 2 1 / C 1 3  
c e l l s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  V. I t  i s  c l e a r  t h a t ,  a f t e r  p s e u d o r a b i e s
T a b l e  V
M é t h y l a t i o n  of  N e w l y - s y n t h e s i z e d  R N A  i n  
C o n t r o l  a n d  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  ( P R V ) - i n f e c t e d  
B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s
S a m p l e 14C d. p . m . d. p .  m .
C o n t r o l  B H K 2 1 / C 1 3  s o l u b l e  R N A 895 359 2. 5
P R V - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  
s o l u b l e  R N A 172 7 1079 1 . 4
C o n t r o l  B H K 2 1 / C 1 3  r R N A 1228
587
1104 1. 1
P R V - i n f e c t e d  B m 4 2 l / C 1 3  r R N A 1214 0. 5
14 r"- 14 —1
C d. p. m .  f r o m  I m e t h y l  - C J  - L - m e t h i o n i n e
3 r- 3 uH  d. p. m .  f r o m  |_ 5 - H  J - u r i d i n e
M u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  w a s  11 P .  F .  U. /  c e l l ,  a n d  t h e  p u l s e - l a b e l l i n g
p e r i o d  w a s  1 - 5  h o u r s  P .  I.
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v i r u s  i n f e c t i o n  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y  s y n t h e s i z e d  R N A  of  b o t h  s p e c i e s
( tR N A  a n d  r R N A )  w a s  i n h i b i t e d ,  a n d  t h a t  t h e  s o l u b l e  R N A  w a s  i n h i b i t e d
s l i g h t l y  l e s s  t h a n  t h e  r R N A .  A l t h o u g h  n o t  t o  e x a c t l y  t h e  s a m e  e x t e n t
a s  in  H S V  i n f e c t i o n ,  t h e  s y n t h e s i s  of t h e s e  s p e c i e s  w a s  a l s o  i n h i b i t e d .
T h u s  t h e  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y  s y n t h e s i z e d  s o l u b l e  R N A  a n d  r R N A  h a v e
b e e n  s h o w n  to  b e  s i m i l a r l y  i n h i b i t e d  i n  d i f f e r e n t  c e l l  s y s t e m s  a f t e r
i n f e c t i o n  b y  t h e  r e l a t e d  v i r u s e s ,  p s e u d o r a b i e s  a n d  HSV.
I t  s e e m e d  p r o b a b l e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  of m é t h y l a t i o n
w a s  c a u s e d  b y  t h e  v i r u s ,  o r  b y  s o m e t h i n g  i n d u c e d  b y  th e  v i r u s ,  a n d  t h a t
a  k n o w l e d g e  of t h e  t i m e  of  i n h i b i t i o n  m i g h t  b e  i n d i c a t i v e  of i t s  s o u r c e ,
3. T I M E  C O U R S E  O F  R N A  M E T H Y L A T I O N  IN H S V - I N F E C T E D  C E L L S
3 . 1 .  I n  E x p o n e n t i a l l y - G r  o w in g  B H K 2 1 /  C 13 C e l l s
3. 1. 1. I n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  o f  10 P .  F .  U. / c e l l
C o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  o f  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  on  90 m m  P e t r i
d i s h e s  w e r e  t r e a t e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  C u l t u r e s  i n c u b a t e d  in
E C 2 F  1 20%  m e t  I w e r e  p u l s e d  f o r  90 m i n u t e s  w i t h p ^   ^ -
m e t h y l  - C J -
L - m e t h i o n i n e  a n d  5 - H [ - u r i d i n e  a t  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  of  56 p C /  
p m o l  a n d  1. 1 p C / n m o l  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  c y t i d i n e  (to 3 . 2  x  10 ^ M ) .
C e l l s  w e r e  w a s h e d  e x t e n s i v e l y  b e f o r e  a n d  a f t e r  r e m o v a l  b y  s c r a p i n g ,  a n d  
t h e  n u c l e i c  a c i d  f r o m  t h e  c y t o p l a s m  p u r i f i e d  b y  d o u b l e  p h e n o l  e x t r a c t i o n .  
A n  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  w i t h  p r o n a s e  (100 p g / m l )  w a s  t h e n  i n c l u d e d  t o  
d i g e s t  a n y  r e m a i n i n g  p r o t e i n ,  a n d  t o  r e m o v e  a m i n o  a c i d s  a c y l a t e d  t o  t h e
85.
t R N A .  T h e  n u c l e i c  a c i d  w a s  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  p h e n o l  e x t r a c t i o n
b e f o r e  p r e c i p i t a t i o n  f r o m  e t h a n o l  - 2% w / v  p o t a s s i u m  a c e t a t e .  " M a c a l o i d '
(0. 0025  p g / m l )  w a s  p r e s e n t  t h r o u g h o u t  t h e  p r e p a r a t i o n ,  a n d  i n  t h e
0. 0 2 M - t r i s  - a c e t a t e  b u f f e r ,  pH 7. 9, c o n t a i n i n g  0. 0 0 5 M - E D T A  u s e d  t o
d i s s o l v e  t h e  n u c l e i c  a c i d  f o r  i t s  a n a l y s i s  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s
( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 .  2.  3, ). A  " V i ta t r o n "  t r a c i n g  of  t h e  s t a i n e d  2% w / v
a g a r o s e  g e l  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 . 2 . 3 . )  of  a  s a m p l e
of R N A  f r o m  c o n t r o l  c e l l s  t o g e t h e r  w i t h  a  s a m p l e  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s
(a  t o t a l  of  15 pg  R N A )  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  15. ^
R e s u l t s  f o r  t h e  m a i n  s p e c i e s  of R N A  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  VI.
T h e s e  a r e  s h o w n  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e  16. F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t
14 3
a p p e a r s ,  f r o m  t h e  C /  H r a t i o s ,  t h a t  t h e r e  i s  p r o b a b l y  n o  s i g n i f i c a n t  
c h a n g e  i n  t h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  r R N A  (cf.
S e c t i o n  2 . 2 ) .  A g a i n ,  h o w e v e r ,  a  d e c r e a s e  in  t h e  e x t e n t  of  m é t h y l a t i o n  
of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  " 4 3 "  m a t e r i a l  w a s  i n d i c a t e d ,  a s  p r e v i o u s l y  s h o w n  
( T a b l e  III) .  N o  v a l u e s  c o u l d  b e  o b t a i n e d  f o r  t h e  r e l a t i v e  l e v e l s  of 
s y n t h e s i s  o f  t h e  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  R N A ,  a s  q u a n t i t a t i v e  e s t i m a t i o n  
c o u l d  n o t  b e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  g e l s .  .
A t  l e a s t  4 s p e c i e s  of R N A  w e r e  d e t e c t e d  in  t h e  a g a r o s e  g e l s ,  
c o r r e s p o n d i n g  i n  " S "  v a l u e  t o  a p p r o x i m a t e l y  45 ,  28, 18 a n d  4 .  T h e  
f i r s t - m e n t i o n e d  b a n d  d i s a p p e a r e d  e a r l y  i n  i n f e c t i o n ,  t h e r e  b e i n g  n o
F i g u r e  15.
V i t a t r o n  T r a c i n g  o f  T o l u i d i n e  - b lu e  S t a i n e d  R N A  S p e c i e s  
S e p a r a t e d  by  E l e c t r o p h o r e s i s  on  a 2% A g a r o s e  G e l .
45 18S 285
4- D i r e c t i o n  o f  R u n n i n g
F i g u r e  16
' M é t h y l a t i o n  of  N e w l y - s y n t h e s i z e d  R N A  i n  E x p o n e n t i a l l y ;
I g r o w i n g  B H K 2  1/ C l 3 C e l l s  I n f e c t e d  w i t h  H S V
: (10 P .  F .  U. / C e l l )
P u r i f i e d  c y t o p l a s m i c  R N A  f r o m  (a) B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s ,  p u l s e d  
90 m i n  in  E C 2 F  20% m e t ^  w i t h  m e t h y l  - ^ - L - m e t h i o n i n e  a n d
O I
[  h| -  5 ]  - u r i d i n e ,  a n d  H S V - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  p u l s e d  (b)
1 - h o u r s  P .  I.  , (c) 2 z  - 4  h o u r s  P .  I. , (d) 4 - 5 ^  h o u r s  P .  I.  , (e)
5-| -| 6 h o u r s  P .  I. a n d  (f) 6 -  7 ^  h o u r s  P .  I. w a s  f r a c t i o n a t e d  b y
I .
e l e c t r o p h o r e s i s  o n  2% a g a r o s e  g e l s .
i
14 , . r  . 14 n^  , C d. p . m .  f r o m  m e t h y l  - C j  - L - m e t h i o n i n e ;
O O  ^ d.  p .  m .  f r o m  5 - - u r i d i n e .
CO
18.S 2 8S 8004S8 , 000  "
6006 , 0 0 0  •
fi
À
4, 000  ' 400
2 , 000 200
4, 000 .
g
fi
13
K
2 , 000
CO
J o
400 H-*
o
.
2 0 0 g
0
 ^ 2 , 0 0 0
0 jbopcP
b o t t o m
'O00‘
F r a  c t i  o n  N u m b  e r
b o t t o m  t o p
F r a c t i o n  N u m b e r
>
OJ
Eh
pq
toCO
toCO
N
tolO
4'
V
4>
tg’
ffi pH
%
P h
TJ
'Ü
ro p,
4
. " I
K
T)
dî
| l
0  P
1
fO
O '
m mN COO' o CO
<M N
(\
CO
m
VÛt-
o
Nr-
N
o
N
m
'Oo
N
o vP
*—H r~
O ' CO
in CO
vO M*
in CO
VÛ ino o
o o
d inR O ' o
P. CM
tj ■cf
N int'- 1 "N N
ro
U
pq
T3QJ
U
I
CO
CO
CO
N
COvDO
LO
'O
CV]CO
00
lO
o
CO
0)
h
u  0
5 -A'
pq
N
(\J
vOO
CO
\0
LOiMfO
CO
vOO
or-
o r-t
CO N
> k4
E
CO O)u
O  o
rd
N
pql^
CO
o
in
OJO'
CO
vD
tS
o
CO
CO
in
CO
COin
to
3O
rd
in
in
o
CO
COr-
I
N
pq m
in
N
r-
vOr-
xO
O '
CO
U g
-d
-hI"!CO
o
d
Cfln)
tH4,
E
0
«tî
t j
OJ>
'u(U
T)
è
( i
t3
E
(U
I
4)
?È
U
F
4J
lI i<; 
§
ti .y 
E %
ft Pi . O
F
O u
86.
a l t e r a t i o n  i n  t h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  of  t h i s  s p e c i e s .  In  e a c h  s a m p l e  
w h e r e  t h e r e  w a s  s i g n i f i c a n t  i n c o r p o r a t i o n  of a n d  i n t o  t h e
s p e c i e s ,  18S r R N A  w a s  f o u n d  t o  b e  s l i g h t l y  m o r e  m e t h y l a t e d  t h a n  
2 8 S  r R N A .  H o w e v e r ,  s y n t h e s i s  a s  w e l l  a s  m é t h y l a t i o n  of b o t h  of t h e s e  
s p e c i e s  w a s  s e e n  t o  d e c l i n e  q u i t e  r a p i d l y  a f t e r  i n f e c t i o n  of  B H K 2 1 / C 1 3  
c e l l s  w i t h  HSV. S y n t h e s i s  of " 4 S "  R N A  w a s  i n h i b i t e d  m o r e  s l o w l y ,  
a l t h o u g h  m é t h y l a t i o n  a p p e a r e d  t o  b e  a f f e c t e d  e a r l y  i n  i n f e c t i o n .  T h e r e  
a p p e a r e d  t o  b e  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  m é t h y l a t i o n  of t h i s  s p e c i e s  of R N A
4 - 5-| h o u r s  P .  I. o v e r  t h a t  o c c u r r i n g  2% - 4 h o u r s  P .  I. B y  7 - 8 - ^  
h o u r s  P .  I. , h o w e v e r ,  m é t h y l a t i o n  of  " 4 S "  R N A  h a d  b e e n  i n h i b i t e d  35% 
w h e n  c o m p a r e d  to  t h e  u n i n f e c t e d  s p e c i e s .
I t  s e e m e d  p o s s i b l e  t h a t  t h e  e f f e c t  of H SV  on t h e  m é t h y l a t i o n  of  
R N A  s p e c i e s  w a s  l e s s  p r o n o u n c e d  b e c a u s e  of r e s i d u a l  h o s t  s y n t h e s i s  
a n d  m é t h y l a t i o n  i n  u n i n f e c t e d  c e l l s ,  a n d  t h e r e f o r e  i t  w a s  d e c i d e d  t o  
c o m p a r e  t h e s e  r e s u l t s  w i t h  t h o s e  f r o m  c u l t u r e s  i n f e c t e d  w i t h  v i r u s  a t
5 t i m e s  t h e  i n p u t  m u l t i p l i c i t y .
3 . 1 . 2 .  I n f e c t e d  - a t  a  H i g h  M u l t i p l i c i t y  of I n f e c t i o n  (50 P .  F .  U. /  C e l l )
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  in  s u s p e n s i o n  b y  s h a k i n g  
w i t h  50 P .  F .  U .  /  c e l l  o f  H S V  f o r  20 m i n u t e s ,  a n d  t h e n  p l a t e d  o u t  on
90 m m  P e t r i  d i s h e s .  T w o - h o u r  p u l s e - l a b e l l i n g  in  t h e  p r e s e n c e  of
-6  3c y t i d i n e  ( 3 . 2  x  10 M) w a s  c a r r i e d  ou t  w i t h  [  5 - H] - u r i d i n e  a n d
[Jm e t h y l  - J  - L - m e t h i o n i n e  a t  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  of R  2 p C / n m o l
M é t h y l a t i o n  of  N e w l y - s y n t h e s i z e d  R N A  i n  E x p o n e n t i a l l y -  
g r o w i n g  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s  I n f e c t e d  w i t h  H S V  
( 10 P .  F . U .  / C e l l )
P u r i f i e d  c y t o p l a s m i c  R N A  f r o m  (a) B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s ,  p u l s e d
! T— 14 "1 , . r  3 “1
2 h o i j r s  i n  E C 2 P  w i t h  m e t h y l - C 1- L - m e t h i o n i n e  a n d  [_ 5 - H J
u r i d i p e ,  a n d  H 5 V - i n f e c t e d  c e l l s  p u l s e d  (b) 0 - 2  h o u r s  P .  I.  , (c)
j
2 - 4| h o u r s  P .  I. , (d) 4 - 6 h o u r s  P .  I. , (e) 6 - 8 h o u r s  P .  I. a n d
i
(f) 8 |- 10 h o u r s  P .  I,  w a s  f r a c t i o n a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  2% 
a g a r d s e  g e l s .
I 14 r  14 “1 O ,  C d .  p .  m .  f r o m  I m e t h y l  - C | - L - m e t h i o n i n e ;
3 p  3 ~iO  O J H  d. p .  m .  f r o m  1 5 -  H i  - u r i d i n e .
F i g u r e  17.
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a n d  35 fjiC/[jLmol r e s p e c t i v e l y ,  R N A  w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  in  
S e c t i o n  3. 1. T h e  i n c o r p o r a t i o n  of b o t h  i s o t o p e s  i n to  t h e  d i f f e r e n t  R N A  
f r a c t i o n s  a f t e r  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  17, a n d  
t h e s e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  VII.
T h e  d e c r e a s e  i n  s y n t h e s i s  a n d  in  m é t h y l a t i o n  w a s  s h o w n  to  be  
m o r e  r a p i d  i n  c e l l s  i n f e c t e d  a t  h i g h  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  t h a n  w h e n  
a  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  of  10 P .  F .  U. /  c e l l  w a s  u s e d '  ( S e c t i o n  3 . 1 . 1 . ) .  
A f t e r  a n  e a r l y  s l i g h t  i n c r e a s e ,  t h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  of " 4 S "  RNA. 
w a s  g r e a t l y  i n h i b i t e d  (a s  s h o w n  p r e v i o u s l y  ( S e c t i o n  3. 1. 1, )).^ It  s e e m e d  
p o s s i b l e  t h a t  a n  e a r l y  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  of  m é t h y l a t i o n  o f  n e w l y  
s y n t h e s i z e d  R N A  w a s  b e i n g  m a s k e d  b y  B H K 2 1 /  C l 3 m e t a b o l i s m  w h i c h  
w a s  p r o b a b l y  n o t  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  a t  t h i s  s t a g e .  T h e  s t u d y  w a s  
t h e r e f o r e  r e p e a t e d  u s i n g  ' ' s e r u m - d e p l e t e d "  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  c u l t u r e s  
( w h ic h  h a v e  lo w  l e v e l s  o f  R N A  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n )  t o  e m p h a s i z e  
v i r u s  e f f e c t .
3 , 2 .  In  " S e r u m - d e p l e t e d "  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s  I n f e c t e d ,  w i t h  H S V  a t  
a  H i g h  M u l t i p l i c i t y  of I n f e c t i o n  (50 P .  F .  U. /  c e l l )
" S e r u m - d e p l e t e d "  c u l t u r e s  w e r e  p r e p a r e d  on  90 m m  P e t r i  
d i s h e s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  S e c t i o n  3. 1 . 2 ,  J u s t  p r i o r  t o  i n f e c t i o n  
t h e  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  f r o m  e a c h  p l a t e .  F i v e  m l  w a s  m a d e  to  
20 m M  w i t h  r e s p e c t  t o  s o d i u m  f o r m a t e  a n d  r e p l a c e d  on  e a c h  c u l t u r e  a t
F i g u r e  18
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M é t h y l a t i o n  of  N e w l y - s y n t h e s i z e d  R N A  i n  S e r u m - d e p l e t e d  
B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s  I n f e c t e d  w i t h  H SV  (50 P .  F .  u T Z c e l l )
P u r i f i e d  c y t o p l a s m i c  R N A  f r o m  (a) B H K 2 l / C 1 3  c e l l s ,  p u l s e d
I
2 h o u r s  i n  ECO. 5 F  w i t h  m e t h y l  - C ^  - L - m e t h i o n i n e  a n d  5 - -
u r i d i n e ,  a n d  H S V - i n f e c t e d  B H K Z l / 0 1 3  c e l l s  p u l s e d  (b) 1 - 3  h o u r s  P .  I. , 
(c) 3 - 5  h o u r s  P .  1. , (d) 5 - 7  h o u r s  P .  I. , (e) 7 - 9 h o u r s  P .  I.  a n d  
(f) 9 - 11 h o u r s  P .  1. w a s  f r a c t i o n a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  on  2% a g a r o s e  
g e l s .
14 F  14# ----------, C d. p .  m .  f r o m  [^m e t h y l  - C J  - L - m e t h i o n i n e  ;
3 F 3 "“I
O-------o ,  H d .  p . m .  f r o m  1 5 -  H j - u r i d i n e .
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t h e  e n d  of t h e  1 h o u r ' s  a d s o r p t i o n  of  H S V  (50 P .  F .  U. /  cell), .  T h e  
c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 h o u r  p e r i o d s  w i t h  5 - ^H  ]  - u r i d i n e  
a n d  P m e t h y l  - ]  - L - m e t h i o n e  ( f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  of 1 . 2  fJ.C/
n m o l  a n d  35 p C / p m o l  r e s p e c t i v e l y )  a n d  c y t i d i n e  ( to 3 . 2  x  10 ^ M ) .
R N A  w a s  p r e p a r e d  a n d  f r a c t i o n a t e d  a s  d e s c r i b e d  in  S e c t i o n  3. 1.
R e s u l t s  a r e  d e p i c t e d  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e  18 a n d  in  t a b u l a r  f o r m  in  
T a b l e  V l l l ,
F r o m  t h e  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  i n  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  c e l l  
c u l t u r e s ,  i n f e c t e d  w i t h  H S V  a t  h i g h  m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  (^Section
3 . 2 .  ) i t  w a s  c l e a r  t h a t  b o t h  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  of r R N A  w e r e  
r a p i d l y  i n h i b i t e d  ( s e e  a l s o  S e c t i o n  3, 1). T h i s  i s  a l s o  t r u e  of t h e  
r e s i d u a l  r R N A  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  in  " s e r u m - d e p l e t e d "  c e l l s .
A l s o ,  a s  o b s e r v e d  p r e v i o u s l y ,  R N A  a p p e a r i n g  i n  t h e  4S r e g i o n  i n  
e l e c t r o p h o r e s i s  c o n t i n u e d  t o  b e  s y n t h e s i z e d ,  a l b e i t  a t  a  r a t e  l o w e r  
t h a n  t h a t  of t h e  u n i n f e c t e d  c e l l s ,  f o r  s o m e  t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n .  F r o m  
i n f e c t i o n  of  " s e r u m - d e p l e t e d "  c e l l s  i t  a p p e a r e d  t h a t  t h i s  s y n t h e s i s  
m i g h t  b e  v i r u s - i n d u c e d  o r  v i r u s - c o d e d ,  a s  t h e  r a t e  of  " 4 8 "  R N A  
s y n t h e s i s  i n  t h e s e  c e l l s  r e a c h e d  5 t i m e s  t h e  l o w  l e v e l  of s y n t h e s i s  f o u n d  
i n  t h e  u n i n f e c t e d  c e l l s  d u r i n g  a  7 - 9 h o u r  P .  1. p u l s e .  T h e  b a n d  o f  " 4 8 "  
R N A  a p p e a r i n g  on  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( F i g u r e  15) b e c a m e  b r o a d e r  d u r i n g  
t h e  c o u r s e  of i n f e c t i o n ,  s p r e a d i n g  i n to  t h e  r e g i o n  o f  s l i g h t l y  l a r g e r  R N A .
F i g u r e  19
M é t h y l a t i o n  of  N e w l y - s y n t h e s i z e d  R N A  in  
E x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  a n d  S e r u m - d e p l e t e d  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s
p u r i f i e d  c y t o p l a s m i c  R N A  f r o m  (a) S e r u m - d e p l e t e d  B H K 2 1 / C 1 3
I F 1 4 —1
c e l l s ,  , p u l s e d  Z h o u r s  in  ECO. 5 F  w i t h  p  m e t h y l  - C J  - L - m e t h i o n i n e  a n d  
3
P 5 - | H ^ - u r i d i n e ,  a n d  (b) B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n c u b a t e d  5 d a y s  in  ECO. 5,
!
a n d  p u j lsed  8 - 1 0  h o u r s  a f t e r  t h e  s t a r t  of  i n c u b a t i o n  i n  E C l O F ,
I 14 F 14 -i
p-'-----©, C d. p . m .  f r o m  m e t h y l - C J  - L - m e t h i o n i n e ;
I ^
(p _ o   ^ H  d. p .  m .  f r o m  p 5 - h J - u r i d i n e .
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T h e  r a d i o a c t i v i t y  of  t h i s  b a n d  w a s  u n c h a n g e d  a f t e r  D N a s e  t r e a t m e n t ,  
b u t  w a s  c o m p l e t e l y  d i s p e l l e d  b y  K O H  d i g e s t i o n  a t  a l l  t i m e s  P .  I.
A f t e r  a s l i g h t  i n i t i a l  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  of  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y -  
s y n t h e s i z e d  s o l u b l e  R N A ,  t h i s  w a s  r a p i d l y  i n h i b i t e d .  T h i s  e f f e c t  
w a s  c l e a r e r  f r o m  t h e  r e s u l t s  f r o m  " s e r u m - d e p l e t e d "  c e l l s  ( F i g u r e  1 8 ) , a s ,  
i n  t h e s e ,  e f f e c t s  of t h e  i n f e c t i o n  w e r e  n o t  m a s k e d  b y  r e s i d u a l  h o s t  
m e t a b o l i s m .  C o m p a r i s o n  of  r e s u l t s  f r o m  t h e  d i f f e r e n t  s y s t e m s  s u g g e s t s  
t h a t  a s l i g h t  s t i m u l a t i o n  of m é t h y l a t i o n  a n d  s y n t h e s i s  m a y  o c c u r  a b o u t  
1 - 2  h o u r  s P .  I. ^
T h a t  c e l l  m e t a b o l i s m  i s  a t  a  l o w  l e v e l  i n  " s e r u m - d e p l e t e d "  c e l l s  
i s  m a d e  c l e a r  b y  c o m p a r i s o n  of  R N A  m e t a b o l i s m  i n  t h e s e  t o  t h a t  in  c e l l s  
w h e n  i n c u b a t i o n  m e d i u m  w a s  c h a n g e d  f r o m  ECO. 5 t o  E C  10. " S e r u m -
d e p l e t e d "  c e l l s  r e s u s p e n d e d  i n  h i g h ™ s e r u m - c o n t a i n i n g  m e d i u m  r e s u m e  
D N A  s y n t h e s i s  a n d  c e l l  m e t a b o l i s m  a f t e r  a  d e l a y  ( B u r k ,  1966 ). F r o m  
F i g u r e  1 9 i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  R N A  s y n t h e s i s  w a s  g r e a t l y  s t i m u l a t e d  in  
r e s t i n g  c e l l s  8 - 1 0  h o u r s  a f t e r  c o n t a c t  w i t h  s e r u m ,  b u t  t h e  e x t e n t  of 
m é t h y l a t i o n  of t h e  4 S  R N A  w a s  u n c h a n g e d .  T h e  l e v e l  of m é t h y l a t i o n  of  
r R N A  w a s  s l i g h t l y  l o w e r  i n  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  t h a n  i n  " s e r u m -  
d e p l e t e d "  c e l l s ,  a n d  t h i s  m a y  b e  c a u s e d  b y  a  s l o w e r  s t i m u l a t i o n  o r  
s y n t h e s i s  of r R N A . m e t h y l a s e s  r e l a t i v e  t o  R N A  p o l y m e r a s e .
In  t h e  H S V - i n f e c t e d  " s e r u m - d e p l e t e d "  c e l l s ,  p e a k s  o f  i n c o r p o r a t i o n  
o f  5 - ^  - u r i d i n e  o c c u r r e d  in  p o s i t i o n s  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  t h o s e
90.
of  r R N A  a n d  4S R N A  i n  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( F i g u r e  18), a n d  one  p e a k  
a p p e a r e d  t o  m i g r a t e  b e t w e e n  18S a n d  2 83. T h e s e  R N A  m o l e c u l e s  c o u ld  
b e  t h o s e  d e t e c t e d  b y  H a y  a t  ^  (1 966), F l a n a g a n  ( l  967) a n d  W a g n e r  
R o i z m a n  (196 9) a n d  t e n t a t i v e l y  c l a s s i f i e d  b y  t h e m  a s  r n R N A  m o l e c u l e s .
4 .  T R A N S F E R  R N A  M E T H Y L A S E S  IN H S V - I N F E C T E D  C E L L S  
A n y  c h a n g e s  i n  m é t h y l a t i o n  m  v i v o  m a y  b e  r e f l e c t e d  i n  t h e  
r e l e v a n t  e n z y m e s ,  o r  t h e i r  a c t i v i t y  i n  v i t r o . T h i s  p o s s i b i l i t y  w a s  
n o w  t e s t e d  in  t h e  c a s e  of  t R N A  m e t h y l a s e s  a f t e r  H S V  i n f e c t i o n .
4 . 1 .  F r o m  E x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  C e l l s  I n f e c t e d  a t  a  L o w
4 .  1. 1. F r o m  B H K 2 1 /  C 13 c e l l  c u l t u r e s
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  c u l t u r e s  i n  80 oz  r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  
t r e a t e d  a s  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  R N A  ( S e c t i o n  3) e x c e p t  t h a t  n o  i s o t o p e  
w a s  p r e s e n t  d u r i n g  i n c u b a t i o n .  E n z y m e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  
a s  d e t a i l e d  p r e v i o u s l y  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  7 . 2 )  f r o m  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  
c e l l s .  P r e l i m i n a r y  a s s a y s  c a r r i e d  ou t  u s i n g  t h e  s t a n d a r d  t e c h n i q u e  
( M e t h o d s ,  S e c t i o n  7. 2) a n d  E s  ch .  c o l i  tR N A  a s  s u b s t r a t e  r e v e a l e d  t h a t  
e x t r a c t s  of c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  c e l l s  b e h a v e d  s i m i l a r l y  w i t h  r e s p e c t  t o  
a c t i v i t y  a s  a  f u n c t i o n  of  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  b u t  d i f f e r e d  o n ly  i n  t h e i r  
i n i t i a l  r a t e  of r e a c t i o n  a n d  t h e n  t o  a  v e r y  s m a l l  e x t e n t  ( F i g u r e  20) .  
A d d i t i o n a l l y ,  t h e s e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  d id  n o t  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  in  
t h e  f i n a l  l e v e l s  ( s a t u r a t i o n  l e v e l s )  o f  m é t h y l a t i o n  w h i c h  t h e y  w e r e  a b l e
Fio^ure 2 0 .
T i m e - C o u r  se  of  T r a n s f e r  R N A  M e t h y l a s e  f r o m  E x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  
B H K 2 I / C 1 3  C e l l s ,  U n i n f e c t e d  an d  I n f e c t e d  6 h o u r s  w i t h  HSV
(10 p .  F .  U. / C e l l )
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, U n i n f e c t e d  B Ï Î K 2 1 / C I 3  c e l l  e x t r a c t  j
& A , H S V - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  e x t r a c t .
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t o  i n t r o d u c e  i n t o  s u b s t r a t e  t R N A .  S e v e r a l  e x p e r i m e n t s  of  t h i s  n a t u r e  
w e r e  c a r r i e d  ou t  u s i n g  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n f e c t e d  a t  a lo w  i m u l t i p l i c i t y  
o f  i n f e c t i o n  and ,  w h i l e  s o m e  i n h i b i t i o n  of  tR N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w a s  
g e n e r a l l y  r e v e a l e d  a f t e r  i n f e c t i o n  t h i s  v a r i e d  f r o m  1 0 -  40%  r e l a t i v e  t o  
c o n t r o l .  T h i s  c o u l d  r e f l e c t  t h e  e x t e n t  of i n f e c t i o n  of  t h e  c e l l s .
P u r i f i c a t i o n  of  t h e  a s s a y  p r o d u c t s  ( l a b e l l e d  w i t h  m e t h y l
I— 1 "I \g r o u p s  f r o m  [ C J - S - a  d e n  o s y I m  e th  i o n i  n e ) f r o m  6 h o u r  H S V - i n f e c t e d  
a n d  c o n t r o l  B H K Z 1 / C 1 3  c e l l  m e t h y l a s e - c a t a l y z e d  r e a c t i o n s ,  f o l l o w e d  b y  
K O H  h y d r o l y s i s  of t h e  R N A ,  t w o - d i m e n s i o n a l  c h r o m a t o g r a p h y  of t h e  
h y d r o l y s a t e s  on  W h a t m a n  1 M M  p a p e r  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4,  3. 2 .  ) a n d  
suit o r  a d i  o g r  a p h y  of  t h e  c h r o m a t o g r a m s  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 .  3, 3. ) 
r e v e a l e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  n u c l e o t i d e s  m e t h y l a t e d  b y  t h e  
tw o  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  ( F i g u r e  21) .  H o w e v e r  t h e s e  a u t o r a d i o g r a m s  
of  h e t e r o l o g o u s  (E s c h . c o l i  B ) t R N A  m e t h y l a t e d  b y  t h e  B H K 2 1 /  C13 
e n z y m e  d id  d i f f e r  s u b s t a n t i a l l y  f i ' o m  t h o s e  o b t a i n e d  s i m i l a r l y  f r o m  
h o m o l o g o u s  R N A  m e t h y l a t e d  m  v i v o  ( F i g u r e  22)*
4 , 1 . 2 .  F r o m  H E p - 2  c e l l s  i n f e c t e d  v/ i th  H SV  a t  a  lo w  m u l t i p l i c i t y
of i n f e c t i o n  ( 1 1 P .  F . U . / c e l i )
H S V  g r o w n  i n  H E p - 2  c e l l s  h a d  c a u s e d  i n h i b i t i o n  of  4S 
R N A  m é t h y l a t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 .  ) s i m i l a r  t o  t h a t  p r o d u c e d  w h e n  t h e  v i r u s  
w a s  g r o w n  i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s .  I t  t h e r e f o r e  s e e m e d  r e a s o n a b l e  t o  t e s t  
w h e t h e r  t h e  tw o  s y s t e m s  w e r e  a l s o  p a r a l l e l  in  t h e  a c t i v i t y  of  t h e i r  tR N A  
m e t h y l a s e s .
F i g u r e  21
A u t o r a d i o g r a p h y  of P r o d u c t s  of A s s a y  f o r  T r a n s f e r  R N A
M e t h y l a s e  A c t i v i t y  i n  C o n t r o l  a n d  H S V - I n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s
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F i r s t  D i r e c t i o n
C h r o m a t o g r a m s  w e r e  o b t a i n e d  b y  e lu t i n g  a s s a y  p r o d u c t s  
(E s c h .  c o l i  tR N A )  o n  W h a t m a n  I M M  i n  t h e  f i r s t  d i r e c t i o n  w i t h  i s o - b u t y r i c  
a c i d :  0. 5 M - N H ^ O H  (50: 30 ( v / v )  a n d  in  t h e  s e c o n d  d i r e c t i o n  w i t h
i s o - rp ro p a n o l :  c o n c .  H C l :  H ^ O  ( 5 3 . 5 :  1 9 . 3 :  1 5 .6  b y  w e i g h t ) .
A u t o r a d i o g r a m s  w e r e  o b t a i n e d  a f t e r  c o n t a c t  o f  X - r a y  f i l m s  w i th  
t h e  c h r o m a t o g r a m s  f o r  9 w e e k s .
( 2 )  , "Li. V. - a b s o r b i n g  s p o t s  on  c h r o m a t o g r a m s  ;
 ^ s p o t s  on  a u t o r a d i o g r a m  f r o m  c o n t r o l  a s s a y  p r o d u c t  ;
 ^ s p o t s  on  a u t o r a d i o g r a m  f r o m  H S V - i n f e c t e d  a s s a y  p r o d u c t .
F i g u r e  22
C o m p a r i s o n  of H y d r o l y s i s  P r o d u c t s  o f  R N A  
M e t h y l a t e d  ÿn v i v o  a n d  in  v i t r o
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F i r s t  D i r e c t i o n
C h r o m a t o g r a m s  w e r e  o b t a i n e d  b y  r u n n i n g  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  
p r o d u c t s  of (a) u n i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  4S  R N A  l a b e l l e d  i n  v iv o  
w i t h  [^ m e t h y l  - ^"^Cj - L - m e t h i o n i n e  a n d  (b) tR N A  m e t h y l a s e  a s s a y  
p r o d u c t s  (E s c h .  c o l i  tR N A )  on  W h a t m a n  1 M M  i n  t h e  f i r s t  d i r e c t i o n  
w i t h  i s o - b u t y r i c  a c i d :  0 . 5 M - N H ^ O H  (50: 30 ( v / v ) )  a n d  i n  t h e  s e c o n d
d i r e c t i o n  w i t h  i s o - p r o p a n o l :  c o n c  H C l :  H O (53.  5: 19- 3: 15. 6: b y
w e i g h t ) . A u t o r a d i o g r a m s  w e r e  o b t a i n e d  a f t e r  c o n t a c t  of X - r a y  f i l m s  
w i t h  t h e  c h r o m a t o g r a m s  f o r  9 w e e k s .
(22) J u. V. - a b s o r b i î i g  s p o t s  on c h r  o m a t o g r  a m s ;
j s p o t s  on  a u t o r a d i o g r a m s  f r o m  in  v i v o  m é t h y l a t i o n ;
* s p o t s  on a u t o r a d i o g r a m s  f r o m  in  v i t r o  m é t h y l a t i o n .
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A n  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  f r o m  H E p - 2  c e l l s  i n f e c t e d  f o r  6 h o u r s  
w i t h  H SV  ( a t  a  m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  of 11 P .  F .  U .  /  c e l l )  c a t a l y z e d  
t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  m e t h y l  g r o u p s  f r o m  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  a s  s h o w n  
i n  T a b l e  IX .  T h e s e  r e s u l t s  r e v e a l e d  a  s l i g h t l y  d e c r e a s e d  a c t i v i t y  i n  
t h e  r i b o s o m a l  f r a c t i o n  a n d  i n  t h e  10 5, 000  g s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n ,  a n d  
e s s e n t i a l l y  n o  a l t e r a t i o n  i n  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l  e n z y m e  p r e p a r a t i o n .  T r a n s f e r  R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w a s  
s e e n  t o  b e  p r e s e n t  i n  b o t h  t h e  10 5, 000  g s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  a n d  t h e  
n u c l e a r  f r a c t i o n  t o  a b o u t  t h e  s a m e  e x t e n t .  D i f f e r e n c e s  b e t w e e n  c o n t r o l  
a n d  i n f e c t e d  c e l l  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  m i g h t  h a v e  b e e n  c a u s e d  b y  a  
v i r a l - i n d u c e d  e n z y m e  o r  i n h i b i t o r ,  o r  m i g h t  h a v e  b e e n  c a u s e d  b y  
l e a k a g e  of t R N A  m e t h y l a s e  f r o m  t h e  c y t o p l a s m ,  a s  s o m e  l e a k a g e  of  
m a t e r i a l  d o e s  t a k e  p l a c e  f r o m  t h e  c y t o p l a s m  of c e l l s  a f t e r  H S V  i n f e c t i o n  
( W a g n e r  & R o i z m a n ,  1 969) .
A s  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y  f o r  t h e  i n  v iv o  s t u d i e s ,  i t  w a s  p o s s i b l e  i n
t h i s  s y t e m  t h a t  c h a n g e s  i n  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  a f t e r  i n f e c t i o n  w e r e  
1
b e i n g  m a s k e d  b y  r e s i d u a l  h o s t  a c t i v i t y .  A n y  i n h i b i t i o n  o f  a c t i v i t y  w o u l d  
p r e s u m a b l y  b e  a u g m e n t e d  b y  i n f e c t i o n  of  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  c e l l s  
w i t h  a  h i g h  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  of  HSV, s o  t h i s  s y s t e m  w a s  n o w  u s e d  
f o r  a s s a y  of t R N A  m e t h y l a s e s . .
4 . 2 .  F r o m  E x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g C e l l s  I n f e c t e d  a t  a  H i g h  
M u l t i p l i c i t y  of  I n f e c t i o n  (50 P .  F .  U. / C e l l ) .
T h e s e  105,  000 g s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s  f r o m  i n f e c t e d  a n d
T a b l e  IX
T r a n s f e r  R N A  M e t h y l a s e  fronri H E p - 2  C e l l s
I n f e c t e d  w i t h  H S V  (10 P .  F .  U. /  C e l l )
E n z y m e  P r e p a r a t i o n A c t i v i t y
H E p - 2 ,  C r u d e  E x t r a c t 22 .  0
H E p - 2 / H S V ,  C r u d e  E x t r a c t 20 .  7
H E p - 2 ,  r i b o s o m a l  f r a c t i o n 25 .  3
H E p - 2 / H S V ,  r i b o s o m a l  f r a c t i o n 18. 8
H E p - 2 ,  n u c l e a r  f r a c t i o n 20 .  0
H E p - 2 / HSV, n u c l e a r  f r a c t i o n 20 .  8
H E p - 2 ,  105, 000 g s u p e r n a t a n t 33 .  3
H E p - 2 / H S V ,  105,  000 g s u p e r n a t a n t 30. 4
A c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  a s  p m o l  m e t h y l  g r o u p  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t R N A  
f r o m  Q n e t h y l  - C J  - S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e / m g  p r o t e i n ,  u s i n g  
t h e  s t a n d a r d  t R N A  m e t h y l a s e  a s s a y  p r o c e d u r e .  E n z y m e  f r a c t i o n s
w e r e  o b t a i n e d  6 h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n .
T a b l e  X
T r a n s f e r  R N A  M e t h y l a s e  f r o m  E x p o n e n t i a l l y -
B H K 2 1 / C 1 3 ,  U n i n f e c t e d  a n d  H S V - i n f e c t e d
(50 P .  F . U. / C e l l )
S o u r c e  of E n z y m e  E x t r a c t A c t i v i t y
B H I C Z l / C l S  C e l l s 10. 6
B H IC 2 1 /G 1 3 /H S V ,  0 t i m e  P .  I. 1 1 . 6
B H K 2 1 / C 1 3 / H S V ,  3 h o u r s  P .  I. 10. 6
B H K 2 1 / C 1 3 / H S V ,  6 h o u r s  P .  I. 10. 0
B H K 2 1 / C 1 3 / H S V ,  9 h o u r s  P .  I. 9. 8
A c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  a s  p m o l  m e t h y l  g r o u p  i n c o r p o r a t e d  
p 14f r o m  2 m e t h y l  - C J - S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e / m g  p r o t e i n ,  u s i n g  
t h e  s t a n d a r d  t R N A  m e t h y l a s e  a s s a y  p r o c e d u r e .
T h e  e n z y m e  e x t r a c t s  w e r e  105,  000 g s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s .
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u n i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  a t  s e v e r a l  t i m e s  P .  1. w e r e  p r e p a r e d  in  
p a r a l l e l  w i t h  t h e  i n  v i v o  R N A  m é t h y l a t i o n  e x p e r i m e n t  d i s c u s s e d  
p r e v i o u s l y  ( S e c t i o n  3. 1. 2).  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  a s s a y e d  a s  b e f o r e  
( M e t h o d s ,  S e c t i o n  7 . 2 . ) .  T h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  
a  s l i g h t  a n d  p o s s i b l y  i n s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  in  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w i t h  
t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n  ( T a b l e  X) .
In  i n  v i v o  s t u d i e s  o f  4 S  R N A  m é t h y l a t i o n  ( S e c t i o n  3) a  s l i g h t  
i n i t i a l  r i s e  in  m é t h y l a t i o n  e a r l y  i n  i n f e c t i o n  h a d  b e e n  r o u t i n e l y  o b s e r v e d  
a n d  t h i s  h a d  b e e n  v i s i b l e  e s p e c i a l l y  w h e n  c e l l s  w e r e  i n f e c t e d  a t  h i g h  
m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n .  T h i s  m i g h t  h a v e  b e e n  c a u s e d  b y  tR N A  
m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n d u c e d  b y  H S V  a n d  m a s k e d  in  e x p o n e n t i a l l y * " g r o w i n g  
c e l l s .  I f  so ,  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  to  d e m o n s t r a t e  t h i s  a c t i v i t y  i n  " s e r u m -  
d e p l e t e d "  c u l t u r e s  of B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n f e c t e d  a t  h i g h  m u l t i p l i c i t y  of 
i n f e c t i o n .
4 .  3. F r o m  " S e r u m - d e p l e t e d "  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s  I n f e c t e d a t  a  H i g h  
M u l t i p l i c i t y  o f  I n f e c t i o n  (50 P .  F .  U. /  C e l l ) .
T h i s  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  m  v i v o  R N A  
m é t h y l a t i o n  e x p e r i m e n t  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y  ( S e c t i o n  3. 2) . T h e  a s s a y  
of  t h e  105,  000 g s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  c e l l  c u l t u r e s  w a s  b y  t h e  
m e t h o d  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  7 . 2 ) .  T h e  r e s u l t s  s h o w n  
i n  T a b l e  XI i n d i c a t e d  t h a t  w h e n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  E C O .  5, 
t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  f e l l  t o  a b o u t  one  f i f t h  of t h e  l e v e l  p r e s e n t  i n
T a b l e  XI
T r a n s f e r  R N A  M e t h y l a s e  f r o m  " S e r u m - d e p l e t e d "
B H K 2 I / C 1 3 ,  U n i n f e c t e d  a n d  H S V - i n f e c t e d  (50 P .  F .  U. / C e l l )
S o u r c e  of  E n z y m e  E x t r a c t A c t i v i t y
B H K 2 1 / C 1 3 ,  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g 23 .  5
B H K 2 1 / C 1 3  (E C  0. 5) 4 .  5
B H K 2 1 / C 1 3 / H S V  (E C  0.  5),
3 h o u r s  P .  1. 9. 1
B H K 2 1 / C 1 3 / H S Y  (E C  0.  5),
6 h o u r s  P .  1. 4 .  5
A c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  a s  p m o l  m e t h y l  g r o u p  i n c o r p o r a t e d  i n t o
C l 4m e t h y l  - C J  - S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e / m g  p r o t e i n ,  
u s i n g  t h e  s t a n d a r d  t R N A  m e t h y l a s e  a s s a y  p r o c e d u r e .  T h e  e n z y m e
e x t r a c t s  w e r e  105,  0 0 0  g s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s .
F i g u r e  23.
C o m p a r i s o n  o f  T r a n s f e r  R N A  M é t h y l a t i o n  in  v i t r o  a n d  in  v iv o  
i n  (a) E x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  a n d  fb) " S e r u m - d e p l e t e d "  
B H K 2 1 / C 1 3  C e l l s  i n f e c t e d  w i t h  H S V  (50 P .  F .  U. / C e l l ) .
; In  v iv o  a c t i v i t y  i s  d e p i c t e d  a s  m é t h y l a t i o n  o f  n e w l y - s y n t h e s i z e d  
" 4 S "  jRNA, m e a s u r e d  b y  i n c o r p o r a t i o n  of  ^"^C a n d  ^H  f r o m  m e t h y l -  ^"^C
L - m (^thi o n i n e  a n d 5 - H - u r i d i n e  ( S e c t i o n s  3, 1 (ii) a n d  3. 2),  In  v i t r o
a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  b y  i n c o r p o r a t i o n  in to  E s c h .  c o l i  t R N A  of  ^'^C
f r o m l^ n e t h y l - 14, - S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e ,  in  t h e  p r e s e n c e  o f  e n z y m e
e x t r a j c t s  ( S e c t i o n s  4, 2 a n d  4.  3).
A  r - A  , ( in  v i v o ); 
p m o l / i p g  p r o t e i n s  (in  v i t r o ) .
F i g u r e  23,
• 0 . 1 2 5‘ 250 -
200  -
150 '
0. 05100  '
0. 02550 '•
' 0. 125
-M
Ü
200
t-H
. 0 . 0 7 5150
<D
- 0. 051 0 0 '
50 0. 025
0 4 6
H o u r s  P . L
10
4^
w
ÎT!
O
9.4.
e x p  o n e n t i  a l l y  “ g r  o w in g  c e l l s .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s ,  a n d  f r o m  a  p l o t
of  t h e  m e a s u r e m e n t s  o f  m é t h y l a t i o n  m  v iv o  a n d  m  v i t r o  t R N A  m e t h y l a s e  
a c t i v i t y  a f t e r  i n f e c t i o n  ( F i g u r e  23) i t  a p p e a r e d  p o s s i b l e  t h a t  t h e  i n i t i a l  
i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  of m é t h y l a t i o n  of  4S R N A  u n d e r  b o t h  g r o w t h  
c o n d i t i o n s  w a s  p r o d u c e d  b y  a n  e a r l y  i n c r e a s e  i n  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  
i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s .  T h i s  a c t i v i t y  w a s  v i s i b l e  o n ly  w h e n  c e l l s  w i t h  a  
l o w  e n d o g e n o u s  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w e r e  i n f e c t e d .  A f t e r  t h i s  e a r l y  r i s e ,  
b o t h  l e v e l s  of  m é t h y l a t i o n  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l  a n d  t R N A  m e t h y l a s e  t h e n  
d e c r e a s e d .
T h e  d e p r e s s i o n  of m é t h y l a t i o n  c o u l d  b e  p r o d u c e d  b y  t h e  p r e s e n c e  
of a n  i n h i b i t o r  i n  i n f e c t e d  c e l l s ,  b u t  i f  t h i s  w e r e  s o  a  m i x t u r e  of e n z y m e  
p r e p a r a t i o n s  f r o m  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  c o n t r o l  c e l l s  a n d  H S V - i n f e c t e d  
c e l l s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  c a t a l y z e  m é t h y l a t i o n  to  a n  e x t e n t  l e s s  t h a n  t h e  
s u m  of  t h e  a c t i v i t i e s  of  e a c h  e n z y m e  p r e p a r a t i o n .  S u c h  " m i x i n g "  
e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  out ,  w i t h  t h e  r e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  XII .
I t  w a s  n o t e d  t h a t  w h e n  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  f r o m  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  H SV  
f o r  v a r i o u s  t i m e s  P .  I. w e r e  m i x e d  w i t h  a  p r e p a r a t i o n  f r o m  u n i n f e c t e d  
c e l l s ,  a  c o m b i n e d  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  of  a b o u t  120% o f  t h e  e x p e c t e d  
s u m m e d  a c t i v i t i e s  w a s  o b t a i n e d .  T h u s  n o  i n h i b i t i o n  o f  t R N A  m e t h y l a s e  
a c t i v i t y  i s  a p p a r e n t .  T h e  a u g m e n t e d  a c t i v i t y  m i g h t  b e  p r o d u c e d  b y  e a c h  
p r e p a r a t i o n  c o n t a i n i n g  R N A  a v a i l a b l e  f o r  m é t h y l a t i o n  b y  a  h e t e r o l o g o u s
T a b l e  XII
T r a n s f e r  R N A  M e t h y l a s e  " M i x i n g "  E x p e r i m e n t s
S o u r c e  o f  E n z y m e  E x t r a c t A c t i v i t y  ( p m o l )
U n i n f e c t e d I n f e c t e d E x p e c t e d M e a s u r e d
E x p o n e n t i a l l y -  
G r o w i n g  B H I 4 2 1 / C 1 3
" S e r u m - d e p l e t e d " ,  
3 h o u r s  P .  I. 73 84
E x p o n e n t i a l l y -  
G r o w i n g  B H K 2 1 / C 1 3
" S e  r u m - d e p l e t e d " ,  
6 h o u r  s P .  I. 6 8 83
E x p o n e n t i a l l y -  
G r  o w in g  B h I K 2 l / C 1 3
E x p o n e n t !  a l l y - 
g r o w i n g ,  3 h o u r s  P .  I. 30 46
E x p  o n e n t i  a l l y  - 
G r o w i n g  B H K 2 1 / C 1 3
E x p o n e n t i a l l y -  
g r o w i n g ,  9 h o u r s  P .  I, 36 46
" S e r u m - d e p l e t e d "  
B H K 2 1 / C I 3
" S e r u m - d e p l e t e d " ,  
9 h o u r  s P .  I, 23 33
E n z y m e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  4 .  1 - 4 ,  3.
A c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  a s  p m o l  m e t h y l  g r o u p  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t R N A  
I— 14 “d
f r o m  m e t h y l  - C - S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e / m g  p r o t e i n  u s i n g  t h e  
s t a n d a r d  t R N A  m e t h y l a s e  a s s a y  p r o c e d u r e .
95.
e n z y m e ;  e .  g. h o s t  R N A  m a y  b e  m e t h y l a t e d  b y  a n y  h l S V - i n d u c e d  
e n z y m e  a n d  v i c e  v e r s a . I t  m i g h t  a l s o  b e  p r o d u c e d  b y  a  l o o s e n i n g  of  
t h e  s u b s t r a t e  R N A  s t r u c t u r e  b y  p a r t i a l  R N a s e  d i g e s t i o n ,  t h u s  m a l t i n g  
m o r e  s i t e s  a c c e s s i b l e  to  t h e  m e t h y l a s e .
5. D N A  M E T H Y L A T I O N  IN VIVO
5 . 1 .  B H K 2 1 / C 1 3  DN A  M é t h y l a t i o n
A s  a l r e a d y  d e s c r i b e d  in  S e c t i o n  1 . 6 .  BHK?. 1 / C 1 3  DN A  is  
m e t h y l a t e d  t o  a  l e v e l  of a p p r o x i m a t e l y  one  m o l e  % n u c l e o t i d e s .
P u r i f i e d  D N A  s y n t h e s i z e d  i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  in  t h e  p r e s e n c e  of 
r a d i o a c t i v e l y - m e t h y l - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e  w a s  h y d r o l y z e d  a n d  a n a l y z e d  
c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  a s  d e s c r i b e d  in  M e t h o d s  S e c t i o n  4.  3, 1. T h e  
e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  w e r e  a s  f o l l o w s :  B H K 2 1 / C 1 3  w e r e  d i s p e r s e d
a n d  i n c u b a t e d  w i t h  m e t h y l  - h J  - L - m e t h i o n i n e  (a t  a  f i n a l  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  of  640 p C / p m o l )  i n  E C 2 F  7% m e t  J  f o r  4 d a y s ,  a s  a t  t h i s  l e v e l  
o f  m e t h i o n i n e  c e l l  g r o w t h  w a s  v e r y  lo w  ( S e c t i o n  1 . 2 .  ). T h e  c e l l s  
w e r e  t h o r o u g h l y  w a s h e d  b e f o r e  p u r i f i c a t i o n  of t h e  DN A b y  p h e n o l  
e x t r a c t i o n  a n d  C s C l  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  p o o l e d  
m a t e r i a l  w a s  u s e d  f o r  b a s e  a n a l y s i s .  T h e  r e s u l t s  d e p i c t e d  in  F i g u r e  24 
s h o w  t h a t  5 - m e t h y l c y t o s i n e  w a s  m e t h y l a t e d  in  t h i s  s y s t e m ,  b u t  6 -  
m e t h y l a d e n i n e  w a s  n o t .  T h e  s o u r c e  of t h e  r a d i o a c t i v i t y  n e a r  t h e  o r i g i n  
o f  t h e  c h r o m a t o g r a m  w a s  n o t  d e t e r m i n e d .  I t  w a s ,  h o w e v e r ,  s h o w n  t o  
b e  n e i t h e r  m e t h i o n i n e  n o r  a  b r e a k d o w n  p r o d u c t  of  5 - m e t h y l c y t o s i n e .
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A b o u t  40%  of t h e  t o t a l  i n c o r p o r a t i o n  of m e t h y l  g r o u p s  i n t o  D N A  
b a s e s  w a s  f o u n d  t o  o c c u r  i n  t h y m i n e .  T h a t  t h y m i n e  i n c o r p o r a t e s  
m e t h y l  g r o u p s  f r o m  m e t h i o n i n e  h a s  b e e n  s h o w n  i n  H e  L a  c e l l s ,  
a l t h o u g h  t o  a l e s s e r  e x t e n t  (20%) ( B u r d o n  & A d a m s ,  196 9). T h e r e  
w a s  n e g l i g i b l e  i n c l u s i o n  of  o n e - c a r b o n  u n i t s  i n t o  a d e n i n e ,  c y t o s i n e  a n d  
g u a n o s i n e ,  a s  e x p e c t e d  ( S e c t i o n  1. 1 . ) .
5. 2 .  E f f e c t  of H S V  I n f e c t i o n  on  B H K 2 1 / C 1 3  DN A  M é t h y l a t i o n
5 . 2 ,  1. S tu d y  of  p u l s e - l a b e l l e d  DNA
F r o m  e a r l i e r  f r a c t i o n a t i o n  s t u d i e s  u s i n g  M A K  c o l u m n s  
( S e c t i o n  2 . 1 ) ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  m é t h y l a t i o n  of t o t a l  DN A  i n  B H K 2 1 /
C l 3 c e l l s  d e c r e a s e d  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  HSV.
C s C l  g r a d i e n t  f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  s a m e  m a t e r i a l  a s  w a s  s u b s e q u e n t l y  
f r a c t i o n a t e d  on  M A K  c o l u m n s  ( S e c t i o n  2 . 1 )  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  R N a s e  
g a v e  r e s u l t s  w h i c h  a l s o  i n d i c a t e d  d e c r e a s e d  m é t h y l a t i o n  of  t o t a l  D N A  
i n  i n f e c t e d  c e l l s  t o  a p p r o x i m a t e l y  20% of t h e  u n i n f e c t e d  c e l l  DN A  l e v e l  
a f t e r  1 - 5  h o u r s ’ l a b e l l i n g  w i t h  m e t h i o n i n e .  H o w e v e r ,  t h i s  c o u l d  n o t  
b e  r e l a t e d  t o  n e w l y  s y n t h e s i z e d  D N A  o r  t o  v i r a l  o r  h o s t  D N A . T h e  
i n d i c a t e d  r e d u c t i o n  i n  m é t h y l a t i o n  c o u l d  b e  d u e  to  (a),  d e c r e a s e  i n  h o s t  
m é t h y l a t i o n  o w in g  t o  i n h i b i t i o n  of  h o s t  D N A  s y n t h e s i s  a l o n e ,  o r  (b), (a) 
w i t h  s y n t h e s i s  of v i r a l  D N A  c o n t a i n i n g  a  lo w  l e v e l  of m é t h y l a t i o n ,  o r  (c) 
r e d u c e d  s y n t h e s i s  a n d  t h e r e f o r e  m é t h y l a t i o n  of  a l l  s p e c i e s  of DN A  
s y n t h e s i z e d .  T h e r e f o r e ,  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  ou t  t o  m e a s u r e  
D N A  s y n t h e s i s  a s  w e l l  a s  m é t h y l a t i o n ,  a n d  a l s o  t o  f r a c t i o n a t e  v i r a l
r\rm  In g f  TH\T A
97,.
5 . 2 . 2 .  S y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  of DNA in  B H K 2 1 / C 1 3  i n f e c t e d
w i t h  H S V
N e a r l y - c o n f l u e n t  B H K 2 1 / C 13 c e l l  c u l t u r e s  p r e i n c u b a t e d  f o r
4 h o u r s  in  E C 2 F  [^7% m e t  ]  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H S V  (10 P .  F .  U. /  c e l l )
b e f o r e  i n c u b a t i o n  w i t h  50 m l  E C 2 F  \_1%  m e t  ]  . P u l s e - l a b e l l i n g  f r o m
1 t o  6 h o u r s  o r  6 to  11 h o u r s  P .  I. w a s  c a r r i e d  ou t  w i t h  m e t h y l - ^^C  ^  -
E - m e t h i o n i n e  a n d  6 - H J - t h y m i d i n e  t o  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  of
16. 7 p C / p m o l  a n d  2 . 4  p C / p m o l  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  d e o x y c y t i d i n e ,  t o  a
-6f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of  5 x  10 M . T h e  a d d i t i o n  of t h e  l a t t e r  w a s
r e q u i r e d  a s  th e  c o n c e n t r a t i o n  of t h y m i d i n e  u s e d  p r o d u c e s  f e e d b a c k -
i n h i b i t i o n  of p y r i m i d i n e  b i o s y n t h e s i s ,  t h e r e b y  c u r t a i l i n g  c y t i d i n e
p r o d u c t i o n ,  D N A  w a s  e x t r a c t e d  b y  t h e  p r o n a s e  m e t h o d  ( M e t h o d s ,
S e c t i o n  6 . 6 .  (b)) p r i o r  t o  p u r i f i c a t i o n  of t h e  t o t a l  D N A  o n  C s C l  d e n s i t y
g r a d i e n t s  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 . 2 . 1 . ) .  T o t a l  i n c o r p o r a t i o n  of  C
3
f r o m  m e t h i o n i n e  a n d  H f r o m  t h y m i d i n e  w a s  e s t i m a t e d  f o r  e a c h  s a m p l e ,  
a n d  f r o m  t h i s  t h e  l e v e l  of  m é t h y l a t i o n  o f  n e w l y  s y n t h e s i z e d  D N A  ( v i r a l  
, p l u s  h o s t )  w a s  c a l c u l a t e d .  F r o m  T a b l e  XIII  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  
d e g r e e  of m é t h y l a t i o n  of  t o t a l  D N A  s ^ m t h e s i z e d  in  B H K 2 1 /  C l 3 c e l l s  
d e c r e a s e d  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  HSV. F o r  t h e  c a l c u l a t i o n  t h e  d i l u t i o n  
f a c t o r s  e s t i m a t e d  i n  S e c t i o n  1 , 6 .  w e r e  e m p l o y e d .  H SV DN A  a n d  
p r o b a b l y  h o s t  DN A  w i l l  h a v e  b e e n  s y n t h e s i z e d  d u r i n g  b o t h  p u l s e  p e r i o d s  
u s e d ,  t h e  f o r m e r  p r e d o m i n a n t l y  i n  th e  l a t e r  t i m e  p e r i o d  a n d  v i c e  v e r s a . 
T h e  v i r a l  D N A  h a s  a  G + C c o n t e n t  of 70% ( R u s s e l l  & C r a w f o r d ,  1 964),
98.
s o  t h a t  t h e  c a l c u l a t e d  s y n t h e s i s  of DNA, e s p c i a l l y  f r o m  6 t o  11 h o u r s  
P .  I , ,  w i l l  b e  a n  u n d e r e s t i m a t e ,  i n f e r r i n g  t h a t  d e v i a t i o n  f r o m  " n o r m a l "  
m é t h y l a t i o n  of B H K 2 1 / C 1 3  D N A  a f t e r  H S V  i n f e c t i o n  i s  g r e a t e r  t h a n  
s h o w n .
A s  a l l  c e l l s  a r e  n o t  i n f e c t e d  w h e n  a m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  of
10 P . F . U .  o f  H S V / c e l l  i s  u s e d  ( W a g n e r  & R o i z m a n ,  1969)  i t  i s  p r o b a b l e
t h a t  p a r t  of  t h e  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y  s y n t h e s i z e d  DN A  o c c u r r e d  i n
u n i n f e c t e d  c e l l s .  T h i s  w a s  c o n f i r m e d  e x p e r i m e n t a l l y  b y  s e p a r a t i n g  v i r a l
a n d  h o s t  DN A  o n  C s C l  g r a d i e n t s .  E x a m i n a t i o n  of  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e
f r a c t i o n s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  D N A  of  B H I{ 2 1 /  C l 3 c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  HSV,
a n d  l a b e l l e d  6 - 1 1  h o u r s  P .  I.  ( F i g u r e  25) i n d i c a t e d  m é t h y l a t i o n  w a s
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f r a c t i o n s  o f  D N A  of l o w e r  b u o y a n t  d e n s i t y .  A l s o ,
3t h e  t w o  p e a k s  of i n c o r p o r a t i o n  o f  H  f r o m  t h y m i d i n e  r e p r e s e n t  t h e  n e w l y -  
s y n t h e s i z e d  D N A  of H S V  ( b u o y a n t  d e n s i t y  1. 727 g / m l )  a n d  B H K 2 1 / C  13 
( o f  b u o y a n t  d e n s i t y  1, 70 9 g / m l ) .  F i g u r e  26 d e p i c t s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  
o f  ^H  a n d  ^"^C ( f r o m  t h y m i d i n e  a n d  m e t h i o n i n e  r e s p e c t i v e l y )  i n to  D N A
o f  u n i n f e c t e d  B k IK 2 1 /  C 13 c u l t u r e s  l a b e l l e d  i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  i n f e c t e d
14 3
c u l t u r e s .  A s  s e e n ,  p l o t s  o f  E  260  n m ,  C i n c o r p o r a t i o n  a n d  H
i n c o r p o r a t i o n  a r e  a l l  c o i n c i d e n t .  A s  s h o w n  i n  T a b l e  XIII ,  t h i s  r e p r e s e n t
0. 96 m o l e  % m e t h y l a t e d  D N A  n u c l e o t i d e .  C a l c u l a t i o n s  b a s e d  o n  t h e
r e s u l t s  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  25  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  o f
h o s t  c e l l  D N A  6 - 1 1  h o u r s  P .  I. i s  1 . 5  m o l e  %, t h u s  i n f e r r i n g  a n
i n h i b i t i o n  of  B H K 2 1 /  C l 3 DN A  m é t h y l a t i o n  a f t e r  i n f e c t i o n  of  t h e s e  c e l l s
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T a b l e  XIII
E f f e c t  of H S V  I n f e c t i o n  o f  B H K ? J / C 1 3  C e l l s  on 
M é t h y l a t i o n  o f  N e w l y - s y n t h e s i z e d  DN A
S o u r c e  o f  D N A d, p .  m . 1 4 _  ,C d. p . m .
m o l e s  %
m e t h y l a t e d
n u c l e o t i d e
B H K 2 1 / C 1 3 ,  p u l s e d  
5 h o u r s 4 .  74 X 10 H 554 1. 04
B H K 2 1 / C 1 3 / H S V ,  
1 - 6  h o u r s  P .  I. 4 .  86 X 10 855 0. 56
B H K 2 1 / C I 3 / H S V ,  
6 - 1 1  h o u r s  P .  I. 3. 2 X 10 350 0. 37
T h e  s o u r c e  of t h e  p u r i f i e d  DNA w a s  BHK 2 1 /  C 13 c e l l s  p u l s e d  in  
E C 2 F  7% m e t  J  f o r  5 h o u r  p e r i o d s  w i t h  Q6 - ~j t h y m i d i n e  a n d  
m e t h y l  - J - L - m e t h i o n i n e  a f t e r  H S V  i n f e c t i o n  (10 P .  F .  U . /  ce l l ) ,
99.
b y  HSV.
T h e  a b o v e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  DN A  of H S V  h a s  a  m u c h  l o w e r  
m e t h y l a t e d  b a s e  c o n t e n t  t h a n  i t s  h o s t  D N A , b u t  a n  e s t i m a t i o n  of  t h e  l e v e l  
of  m é t h y l a t i o n  i n  H S V  D N A  r e q u i r e d  i s o l a t i o n  of  t h i s  n u c l e i c  a c i d  f r o m  
v i r u s ,  a n d  t h e  u s e  o f  l a r g e r  a m o u n t s  of  m a t e r i a l .
6 . M E T H Y L A T I O N  O F  D N A  F R O M  H S V
6 . 1 .  M e t h o d  of  P r o d u c t i o n  of  M e t h i o n i n e - - l a b e l l e d  H S V
N e w l y  c o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  of  B H K g 1 / C l 3 c e l l s  in  80 o z  
r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  p r e i n c u b a t e d  f o r  4 h o u r s  w i t h  50 m l  E C ? .F  c o n t a i n i n g  
t h e  l e v e l  of  m e t h i o n i n e  t o  b e  u s e d  f o r  v i r a l  g r o w t h .  C u l t u r e s  w e r e  
i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  of  a p p r o x i m a t e l y  1 P . F . U .  /  c e l l  i n  
20 m l  of  t h i s  m e d i u m ,  a l l o w i n g  o n e  h o u r  f o r  a d s o r p t i o n  b e f o r e  r e p l a c e m e n t  
b y  50 m l  of  t h e  s a m e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  i s o t o p i c a l l y - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e .  
V i r u s  w a s  g r o w n  a n d  h a r v e s t e d  a s  f o r  s t o c k  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  3 . 2 .  ).
T h i s  g r o w t h  s c h e d u l e  w a s  e m p l o y e d  u s i n g  s e v e r a l  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n s  
a s  f o l l o w s :
6 . 2 .  V i r u s  G r o w t h  i n  7% N o r m a l  M e t h i o n i n e  C o n c e n t r a t i o n
H S V  w a s  g r o w n  i n  t h e  p r e s e n c e  of  300 |j,C m e t h y l  - ^H  ]  - L -  
m e t h i o n i n e ,  a t  a  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  2 91 p ,C /p ,m ol .  T h e  v i r u s  w a s  
w a s h e d  t w i c e  w i t h  0.  0 0 5 M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  7. 4 a n d  O4 1 4 m M - N a C l ,  
t h e n  i n c u b a t e d  f o r  30 m i n  a t  3 7 w i t h  50 j j ig /m l  D N a s e  a n d  100 |jLg/ml 
R N a s e  i n  0,  0 5 M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  7 . 4  a n d  10 ^ M - M g C l E .  T h e  
h a r v e s t e d  v i r u s  w a s  m i x e d  w i t h  t w e l v e  t i m e s  t h e  q u a n t i t y  o f  u n l a b e l l e d
1 0 0 .
v i r u s  a n d  e x t r a c t e d  b y  t h e  m o d i f i e d  M a r m u r  p r o c e d u r e  ( M e t h o d s ,
S e c t i o n  6 . 6 .  (a)) t o g e t h e r  w i t h  c a r r i e r  D N A  ( s a l m o n  s p e r m ) .
S ix ty  fxg of t h i s  D N A  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  24  h o u r s  a t  44 ,  770 
r . p . m .  a n d  20** i n  a  S p i n c o  M o d e l  E  U l t r a c e n t r i f u g e .  A  d e n s i t o m e t e r  
t r a c i n g  of a  60 s e c  e x p o s u r e  i s  s h o w n  in  F i g u r e  27, a n d  t h i s  s h o w e d  
t h a t  15% o f  t h e  t o t a l  DNA. w a s  v i r a l .
T h e  D N A  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  t o  e q u i l i b r i u m  o n  a  p r e p a r a t i v e  
C s C l  g r a d i e n t  a s  d e s c r i b e d  in  M e t h o d s ,  S e c t i o n  4.  2. 1. , a n d  f r a c t i o n s  
c o l l e c t e d  a s  d e s c r i b e d .  F r a c t i o n s  1 9 - 2 2  ( F i g u r e  28),  c o n t a i n i n g  - \d ra l  
D N A , w e r e  p o o l e d  a n d  p r e c i p i t a t e d  w i t h  c a r r i e r  D N A  o n to  m i l l i p o r e  
f i l t e r s  f o r  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .  E i g h t y - f i v e  d. p . m .  w e r e  o b t a i n e d  
f r o m  2 . 6  p g  H S V  D N A ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  1 m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  p e r  
5 X 10^ n u c l e o t i d e s .  A  " b l a n k "  s a m p l e  o f  c a r r i e r ,  s a l m o n  s p e r m ^ D N A  
f r o m  t h e  " l i g h t "  s i d e  of  t h e  D N A , g a v e  a n  a c t i v i t y  of 63 d. p .  m .
T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  a  n e g l i g i b l e  l e v e l  o f  m é t h y l a t i o n  i n  H S V  
D N A , b u t  t h i s  e s t i m a t i o n  w a s  b a s e d  on  a  v e r y  s m a l l  a m o u n t  o f  DNA, 
g i v i n g  n e a r - b a c k g r o u n d  r a d i o a c t i v i t y .  A  m o r e  d e c i s i v e  r e s u l t ,  i t  
a p p e a r e d ,  r e q u i r e d  m o r e  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  v i r u s  a n d  s o  t h e  
f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t  w a s  u n d e r t a k e n .
6 . 3 .  - A V i r u s  g r o w n  i n  7% n o r m a l  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n
H S V  w a s  g r o w n  in  t h e  p r e s e n c e  of 200  pC  [^m e t h y l  - H  ]  - E -  
m e t h i o n i n e  p e r  80 o z .  r o l l e r  b o t t l e ,  a t  a  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of 52 7 p C /
F i g u r e  27
D e n s i t o m e t e r  T r a c i n g  o f  H SV  D N A  a n d  C a r r i e r  DN A
C a r r i e r  D N A
H S V  D N A  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  c a r r i e r  s a l m o n  s p e r m  D N A  
a n d  m a d e  t o  1. 70 5 g / m l ,  t h e n  c e n t r i f u g e d  24 h o u r s ,  4 4 ,  770 r . p . m .  , 
20 i n  S p i n c o  M o d e l  E ;  6 0 s  e x p o s u r e .
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H S V  DN A  a n d  S a l m o n  S p e r m  ( C a r r i e r )  D N A  S e p a r a t e d  b y  
E q u i l i b r i u m  C e n t r i H i n a t i o n  in  C s C l  D e n s i t y  G r a d i e n t s
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[jLmol. T h e  e x t r a c t e d  v i r u s  w a s  m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  a m o u n t  of  
u n l a b e l l e d  v i r u s  f o r  D N A  e x t r a c t i o n  a s  b e f o r e ,  e x c e p t  t h a t  t h e  D N a s e  
t r e a t m e n t  w a s  o m i t t e d ,  i n  c a s e  s o n i c a t i o n  h a d  d i s r u p t e d  t h e  v i r a l  c o a t ,  
l e a v i n g  v i r a l  D N A  e x p o s e d .  B H K 2 1 / C 1 3  D N A, s o m e  of  w h i c h  w a s  
l a b e l l e d ,  a c t e d  a s  c a r r i e r  d u r i n g  D N A  e x t r a c t i o n .  V i r a l  D N A  w a s  
s u c c e s s i v e l y  p u r i f i e d  f r o m  c o n t a m i n a t i n g  B H K 2 1 / C 1 3  D N A  b y  C s C l  
b u o y a n t  d e n s i t y  g r a d i e n t  f r a c t i o n a t i o n  ( M e t h o d s ,  S e c t i o n  4 .  2 . 1 . ) .
F i g u r e  29 (à) s h o w s  2 p e a k s  o f  u .  v.  - a b s o r b i n g  m a t e r i a l ,  t h e  b u o y a n t  
d e n s i t i e s  o f  w h i c h  c o r r e s p o n d  to  t h o s e  of  H S V  a n d  B H K 2 1 /  C13 D N A .
T h e  r a d i o a c t i v i t y  a p p e a r e d  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  B H K 2 1 / C 1 3  D N A , 
F r a c t i o n s  1 4 - 1 7  w e r e  c o m b i n e d  a n d  r e c e n t r i f u g e d ,  g i v in g  t h e  r e s u l t s  
s h o w n  i n  F i g u r e  2 9 (b). N i n e t y  % of t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  (a) w a s  l o s t ,  
a s  w a s  90% o f  B H K 2 1 /  C l 3 u.  v .  - a b s o r b i n g  m a t e r i a l .  C o m b i n a t i o n  a n d  
r e c e n t r i f u g a t i o n  of f r a c t i o n s  1 2 - 1 7  g a v e  t h e  r e s u l t s  s h o w n  i n  F i g u r e  
2 9 (c) .  T h e n  o n l y  2 - 3% o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  r e m a i n e d ,  w i t h  n o  u .  v, - 
a b s o r b a n c e  v i s i b l e  f o r  B H K 2 1 / C 1 3  D N A . T h e  p e a k  of r a d i o a c t i v i t y  
o c c u r r e d  i n  s a m p l e s  w i t h  a  d e n s i t y  of 1. 70 9 g / m l ,  w h i c h  i s  w i t h i n  t h e  
d e n s i t y  r a n g e  of m a m m a l i a n  D N A . H e r p e s  DN A  i s  r e l a t i v e l y  
h o m o g e n e o u s ,  b a n d i n g  a t  1. 72 7 g / m l .  C a l c u l a t i o n s  u s i n g  t h e  q u a n t i t i e s  
o b t a i n e d  in  F i g u r e  2 9 (c) f o r  m é t h y l a t i o n  a n d  a b s o r b a n c y  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e r e  a r e  3 x  10^ m o l e s  o f  n u c l e o t i d e  p e r  m o l e  of m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  
i n  t h e  DN A  of  H S V .
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I t  w a s  p o s s i b l e  t h a t  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  h a d  b e e n  a  l i m i t i n g  
f a c t o r  f o r  t h e  m é t h y l a t i o n  of  n u c l e i c  a c i d s  in  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  a l t h o u g h  
H S V  g r o w s  n o r m a l l y  i n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  7% n o r m a l  m e t h i o n i n e  
c o n c e n t r a t i o n  ( S e c t i o n  1 , 4 ) .  A  l e v e l  o f  m e t h i o n i n e  w h i c h  a l l o w e d  n o r m a l  
c e l l u l a r  m e t a b o l i s m  t o  p r o c e e d  w a s  t h e r e f o r e  u s e d  f o r  t h e  g r o w t h  of  H S V  
t o  i n v e s t i g a t e  a  p o s s i b l e  e f f e c t  o f  i n t e r f e r e n c e  w i t h  h o s t  m e t h i o n i n e  
m e t a b o l i s m  o n  H S V  D N A  m é t h y l a t i o n ,
6 . 4 .  V i r u s  G r o w n  i n  20%  N o r m a l  M e t h i o n i n e  C o n c e n t r a t i o n
H S V  w a s  g r o w n  i n  E C 2 F  [^20% m e t ~ |  i n  t h e  p r e s e n c e  of  
2 00 p C  l^m e t h y l  - ^ H  J  - H - m e t h i o n i n e  a t  a  f i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  
1 93 p C / p m o l .  S u p e r n a t a n t  v i r u s  ( i . e .  v i r u s  r e l e a s e d  f r o m  t h e  c e l l s  
i n t o  t h e  m e d i u m )  w a s  h a r v e s t e d  a n d  w a s h e d  t w i c e  w i t h  0. O O B M - t r i s - H C l  
b u f f e r ,  p H  7 . 4  a n d  0 .  1 4M  « N a C l .  D N A  w a s  e x t r a c t e d  i n  0. 0 I M - t r i s  - 
H C l  b u f f e r ,  p H  8. 2 b y  t h e  M a r m u r  m e t h o d  ( M a r m u r  1961) ,  a n d  p u r i f i e d  
a n d  f r a c t i o n a t e d  b y  C s C l  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .  F r a c t i o n s  
c o n t a i n i n g  v i r a l  D N A , s e p a r a t e d  f r o m  B H K 2 1 /  C l 3 D N A  (c. f. F i g u r e  2 5), 
w e r e  c o m b i n e d ,  a n d ,  i n  o r d e r  t o  r e m o v e  t r a c e s  of  R N A  o r  p r o t e i n  
p r e s e n t  i n  t h e  D N A  p r e p a r a t i o n ,  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 f o r  120 m i n  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  0. 5 M -K O H .  T h e  p H  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  a d j u s t e d  t o  12. 5 
p r i o r  t o  r e c e n t r i f u g a t i o n  i n  C s C l  g r a d i e n t s  ( V i n o g r a d ,  M o r r i s ,
D a v i d s o n  & D o v e ,  1 96 3 ) .  A t  t h i s  pH ,  D N A  i s  d e n a t u r e d ,  a n d  h a s  a  h i g h e r  
d e n s i t y  t h a n  t h e  n a t i v e  f o r m ,  b u t  s t i l l  f r a c t i o n a t e s  a c c o r d i n g  t o  b a s e  
c o n t e n t .  T h u s ,  t h e  u .  v. - a b s o r b i n g  m a t e r i a l  e q u i l i b r a t e d  i n  t h e  l o w e r
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p a r t  of t h e  g r a d i e n t j  b u t  r a d i o a c t i v i t y  d id  n o t  f o l l o w  e x a c t l y  t h e  s a m e
p a t t e r n  ( s e e  F i g u r e  30),  a n d  p o s s i b l y  i n d i c a t e s  s o m e  h o s t  DN A
c o n t a m i n a t i o n .  C a l c u l a t i o n  of  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of m e t h y l  g r o u p s  f r o m
D - m e t h i o n i n e  i n t o  t h e  u ,  v .  - a b s o r b i n g  m a t e r i a l  ( f r a c t i o n s  4 - 10), s h o w n
t o  b e  D N A  b y  t h e  B u r t o n  m e t h o d  ( B u r t o n ,  1956) ,  i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  i s
5
a  m i n i m u m  of  5 x  10 n u c l e o t i d e s  p e r  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  i n  H S V  D N A. 
T h i s  t a k e s  i n t o  a c c o u n t  t h e  h i g h  b a c k g r o u n d  a b s o r b a n c e  a t  260 n m ,  a n d  
a  m e t h i o n i n e  d i l u t i o n  f a c t o r  ( S e c t i o n  1 . 6 .  ), b u t  m a k e s  no  a l l o w a n c e  f o r  
p o s s i b l e  i n c o r p o r a t i o n  of  l a b e l  i n to  t h y m i n e .
T h u s  n e g l i g i b l e  m é t h y l a t i o n  of H S V  D N A  g r o w n  i n  b o t h  E C z F  
j ^ 7 % m e t ^  a n d  E C 2 F  [^20% m e t ^  w a s  r e c o r d e d .  T h i s  i s  i n d i c a t i v e  of 
m e t h i o n i n e  n o t  b e i n g  a  p r e c u r s o r  f o r  t h e  m é t h y l a t i o n  o f  H S V  DNA, 
i n d e p e n d e n t  o f  i t s  c o n c e n t r a t i o n  in  t h e  g r o w t h  m e d i u m .
H S V  D N A , t h e n ,  a p p a r e n t l y  i s  n o t  m e t h y l a t e d  i n  i n f e c t e d  B H K 2 1 /  C l  3 
c e l l s  a n d  m é t h y l a t i o n  of  h o s t  D N A  i s  i n h i b i t e d  a f t e r  i n f e c t i o n .  T h e r e f o r e  
i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  v i r u s  c o n t a i n s  o r  p r o d u c e s  s o m e  m e a n s  of  
p r e v e n t i o n  of t h e  m é t h y l a t i o n  of  i t s  D N A . S e v e r a l  p o s s i b i l i t i e s  of  
p r e v e n t a t i v e  m e a n s  e x i s t ,  s u c h  a s  t h e  p r o d u c t i o n  of a n  i n h i b i t o r  of  DN A  
m e t h y l a s e ,  t h e  p r o d u c t i o n  of  a n  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  c l e a v a g e  e n z y m e ,  
o r  b y  i n h i b i t i o n  of  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  s y n t h e s i s .  T h e s e  p o s s i b i l i t i e s  
w e r e  t e s t e d  i n  t u r n .
104.
7. SE A R C H  F O R  A  D N A  M E T H Y L A S E  I N H I B I T O R  IN B H K 2 1 / C 1 3  
C E L L S  I N F E C T E D  W I T H  H S V ,"
7. 1. A s s a y  of  B H K 2 1 / C 1 3  C e l l  DNA M e t h y l a s e
I n i t i a l l y  i t  w a s  h o p e d  t o  s t u d y  BHK^gl/  C l 3 D N A  m e t h y l a s e ,  a n d
p o s s i b l e  i n h i b i t i o n  o f  t h i s  e n z y m e ,  d i r e c t l y .  T h e r e  h a v e  b e e n  f e w
r e p o r t s  of a s s a y s  o f  m a m m a l i a n  DN A  m e t h y l a s e ,  n o n e  of  t h e s e  b e i n g
f r o m  B H K 2 I / C I 3 c e l l s .  T h e s e  m e t h o d s  ( B u r d o n ,  M a r t i n  & L a i ,  1967 ;
S h e i d ,  S r  i n i  v a s  a n  & B o r e k ,  196 8 ;  K a l o u s e k  & M o r r i s ,  1968)  w e r e
a d a p t e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  a n d  a s s a y  of  a n  e n z y m e  e x t r a c t  f r o m
B H K 2 I /  C l 3 c e l l s .  T h e  a s s a y  p r o d u c t s  w e r e  r o u t i n e l y  e x t r a c t e d  b y
t h e  M a r m u r  m e t h o d  ( M a r m u r ,  1961) ,  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  0. 5 M -K O H
t o  r e m o v e  a l l  c o n t a m i n a t i n g  R N A  a n d  p r o t e i n  w h i c h  m i g h t  h a v e  b e e n
m e t h y l a t e d  o r  m i g h t  h a v e  t r a p p e d  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e .  T h e  i n c o r p o r a t i o :
o b t a i n e d  w a s  c o n s i s t e n t l y  i n  t h e  r e g i o n  o f  6  - 20 d. p .  m .  , s u g g e s t i n g  t h a t
e i t h e r  B F I K 2 1 /C 1 3  D N A  m e t h y l a s e  r e q u i r e s  d i f f e r e n t  a s s a y  c o n d i t i o n s
f r o m  o t h e r  m a m m a l i a n  e n z y m e s  o r  t h a t  s o m e  of  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o b t a i n e d
i n  t h e  p u b l i s h e d  d a t a  w a s  n o t  f r o m  m e t h y l a t e d  d e o x y n u c l e o t i d e s .
I t  w a s  c l e a r  t h a t  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  i n h i b i t i o n  of  DN A
m e t h y l a s e  c o u l d  n o t  b e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  h o m o l o g o u s  s y s t e m .  I t  w a s
t h e r e f o r e  d e c i d e d  to  t r y  o t h e r  e n z y m e  s o u r c e s .
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7 . 2 .  T h e  E f f e c t  of E x t r a c t s  of C o n t r o l  a n d  H S V - I n f e c t e d  
B H K 2 I / C I 3 C e l l s  o n  j i ^ c h .  c o l i  DN A M e t h y l a s e  A c t i v i t y
7 . 2 .  1. A s  a s s a y e d  b y  F n j i m o t o , S r i h i v a s a n  & B o r e k  (1965)
F r e s h l y  g r o w n  E s  ch .  c o l i  B w a s  d i s r u p t e d  b y  s o n i c a t i o n  
i n  0 . 0 2 M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  8. 0, 0 .  001 M - M g C l 2 ,  3 x l 0 "  M - E D T A  
a n d  0.  0 0 l M - 2 - t n e r c a p t o e t h a n o l  a n d  t h e  10 5, 000 g s u p e r n a t a n t  u s e d  a s  
e n z y m e  s o u r c e .  T h e  a s s a y  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  b y  t h e  a u t h o r s  w e r e  
f o l l o w e d  e x a c t l y ,  a n d  c r u d e  e x t r a c t s  o f  H S V - i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  w e r e  a d d e d .  T h e s e  e x t r a c t s  h a d  b e e n  p r e p a r e d  b y  
h o m o g e n i z a t i o n  ( P o t t e r )  o f  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  c e l l s  5 h o u r s  a f t e r  
i n f e c t i o n  w i t h  H S V  (10 P .  F . U .  /  c e l l )  o r  a f t e r  m o c k - i n f e c t i o n ,  i n  t h e  
a b o v e  b u f f e r .  T h e  a s s a y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  b y  t h e  a b o v e  
a u t h o r s ,  b u t  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  a s s a y  p r o d u c t  b y  e x t r a c t i o n  b y  t h e  
m e t h o d  o f  M a r m u r  ( M a r m u r ,  1961) a n d  a l k a l i n e  d i g e s t i o n  w a s  i n c l u d e d  
b e f o r e  i t  w a s  a c i d - p r e c i p i t a t e d  on  m i l l i p o r e  f i l t e r s  f o r  c o u n t i n g  i n  
t o l u e n e  s c i n t i l l a n t .
T h e  r e s u l t s ,  s u m m a r i z e d  in  T a b l e  XIV, s u g g e s t e d  n o  i n h i b i t i o n  
o f  E s  ch .  c o l i  D N A  m e t h y l a s e  b y  e i t h e r  e x t r a c t .  T o  v e r i f y  t h i s  f i n d in g  
a  d i f f e r e n t  a s s a y  s y s t e m  w a s  u s e d  t o  m e a s u r e  E s  c h . c o l i  DNA m e t h y l a s e ,
(b) A s  a s s a y e d  b y  H a u s m a n n  & G o ld  (1 966)
T h e  a b o v e  e n z y m e  ( p r e p a r e d  a s  in  S e c t i o n  (a)) a n d  s t o r e d  
a t  0 f o r  3 d a y s  w a s  a s s a y e d  b y  th e  m e t h o d  of  H a u s m a n n  & G o ld  (1 966) i n
T a b l e  X IV
E f f e c t  of  E x t r a c t s  f r o m  C o n t r ol  a n d ^ I S V  I n f e c t e d
B H f { 2 l / C 1 3  C e l l s  on  E s 0 ^ 7 c o l i  DN A""M 'e thy lases
A d d i t i o n  t o  A s s a y A v e r a g e  n m o l  m e t h y l  g r o u p s  i n c o r p o r a t e d
C o m p l e t e  a s s a y A s  s a y  “DN A
N o n e 1. 1 0 . 2 9
N o n e  (0 ) 0 . 4 7
5 p i  I n f e c t e d  E x t r a c t 0. 88
10 p i  I n f e c t e d  E x t r a c t 1. 06
20 p i  I n f e c t e d  E x t r a c t 1. 22
5 p i  C o n t r o l  E x t r a c t 1. 24
10 p i  C o n t r o l  E x t r a c t 1. 35
20 p i  C o n t r o l  E x t r a c t 1. 39
D N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  b y  th e  m e t h o d  of 
F u j i m o t o ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k  (196 5), a n d  th e  a s s a y  p r o d u c t  
p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  in  t h e  t e x t .  A c t i v i t y  w a s  e x p r e s s e d  a s  
n m o l  D N A  m e t h y l a t e d / m g  p r o t e i n .  C e l l  e x t r a c t s  w e r e  p r e p a r e d  
b y  h o m o g e n i z a t i o n  o f  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  ( u n i n f e c t e d  a n d  H S V - i n f e c t e d  
(10 P ,  F .  U. )) 5 h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n .
T a b l e  X V
E f f e c t s  of  E x t r a c t s  f r o m  C o n t r o l  a n d  H S V - i n f e c t e d
B H K 21 /  C 13 C e l l s  on  E s j c b . ç^oli DNA M e t h y l a s e s
A d d i t i o n  t o  A s s a y p g  D N A / A s s a y A v e r a g e  n m o l  i n c o r p o r a t e d  p e r  a s s a y
N o n e 0 0. 11
N o n e 50 0. 17
N o n e 100 0 . 2 7
N o n e 200 0.  30
N o n e  a t  O*’ 200 0. 09
5 p i  I n f e c t e d  E x t r a c t 200 0. 31
10 p i  I n f e c t e d  E x t r a c t 200 0. 32
20 p i  I n f e c t e d  E x t r a c t 200 0. 36
5 p i  C o n t r o l  E x t r a c t 200 0. 33
10 p i  C o n t r o l  E x t r a c t 200 0 . 3 1
D N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  b y  H a u s m a n n  & G o ld  
(196 6 ) ,  a n d  th e  a s s a y  p r o d u c t  p u r i f i e d  a s  d e s c r i b e d  in  th e  t e x t .  A c t i v i t y  
w a s  e x p r e s s e d  a s  n m o l  D N A  m e t h y l a t e d / m g .  p r o t e i n .  C e l l  e x t r a c t s  
w e r e  p r e p a r e d  b y  h o m o g e n i z a t i o n  of  B H K g l /  C13 c e l l s  ( u n i n f e c t e d  a n d  
H S V - i n f e c t e d  (10 P . F . U .  / c e l l ) )  5 h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n .
106 .
t h e  p r e s e n c e  of  t h e  a b o v e  c e l l  e x t r a c t s  w h i c h  h a d  b e e n  s t o r e d  a t  - 7 0 °  
f o r  3 d a y s .  T h e  a s s a y  p r o d u c t  w a s  e x t r a c t e d  b y  t h e  M a r m u r  m e t h o d  
( M a r m u r ,  1961)  a n d  a l k a l i - t r e a t e d  b e f o r e  a c i d - p r e c i p i t a t i o n  on  
m i l l i p o r e  f i l t e r s  f o r  c o u n t i n g  in  t o l u e n e  s c i n t i l l a n t .  T h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  X V .
T h i s  e x p e r i m e n t  c o n f i r m e d  t h a t  c r u d e  e x t r a c t s  of  B H K 2 1 / C 1 3  
c e l l s ,  b o t h  u n i n f e c t e d  a n d  i n f e c t e d  w i t h  HSV f o r  5 h o u r s  c o n t a i n e d  n o
i n h i b i t o r  of E s ch .  c o l i  D N A  m e t h y l a s e s .  In  f a c t ,  a  p o s s i b l e  s l i g h t
3 3s t i m u l a t i o n  o f  i n c o r p o r a t i o n  of H f r o m  [  m e t h y l  - Hj^ - S - a d e n o ^ . y l -
m e t h i o n i n e  w a s  o b t a i n e d ,  t h i s  b e i n g  s l i g h t l y  g r e a t e r  w h e n  u n i n f e c t e d
r a t h e r  t h a n  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  w e r e  u s e d .  T h e  s t i m u l a t i o n  i s
p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  of  h e t e r o l o g o u s  D N A  i n  t h e  e x t r a c t s ,  a n d
t h e  s m a l l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  m a y  b e
r e l a t e d  t o  t h e i r  r e l a t i v e  D N A  c o n t e n t ,  a s  h o s t  DN A  a p p e a r s  t o  b e  a t
l e a s t  p a r t i a l l y  d e g r a d e d  i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  HSV .
A l t h o u g h  no  i n h i b i t o r  o f  D N A  m e t h y l a s e  w a s  d e t e c t e d  u n d e r  t h e s e  
a s s a y  c o n d i t i o n s ,  t h e  e n z y m e  u s e d  w a s  h e t e r o l o g o u s  to  t h e  m a m m a l i a n  
e x t r a c t s ,  a n d  so  t h i s  s y s t e m  m a y  n o t  r e s p o n d  t o  a n  i n h i b i t o r  d e s i g n e d  
f o r  t h e  B H K 2 1 / C 1 3  e n z y m e .
A f t e r  t h i s  w o r k  w a s  c a r r i e d  ou t ,  f u r t h e r  s t u d i e s  on  m a m m a l i a n  
DN A  m e t h y l a s e s  w e r e  p u b l i s h e d  ( K a l o u s e k  &: M o r r i s ,  1969)  w h i c h  t e n d e d  
t o  c o n f i r m  t h e  a b o v e  f i n d i n g s  t h a t  a p p a r e n t  i n c o r p o r a t i o n  of  m e t h y l  g r o u p s
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i n t o  m a m m a l i a n  D N A  m  v K r o  m a ,y  h a v e  b e e n  p r e s e n t  i n  c o n t a m i n a t i n g  
m a t e r i a l .  W i t h  t h e i r  s y s t e m ,  t h e s e  a u t h o r s  w e r e  a b l e  t o  m e a s u r e  a n  
a p p r e c i a b l e  l e v e l  o f  D N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  r a t  s p l e e n  e x t r a c t s .
T h i s  m a m m a l i a n  D N A  m e t h y l a s e  a s s a y  s y s t e m  t h u s  a p p e a r e d  to  be  
s u i t a b l e  a s  a  s u b s t r a t e  f o r  a  p u t a t i v e  D N A  m e t h y l a s e  i n h i b i t o r  in  H S V -  
i n f e c t e d  B h I K 2 l / C 1 3  c e l l s .
7. 3. T h e  E f f e c t  of  E x t r a c t s  o f  C o n t r o l  a n d  H S V - I n f e c t e d  B H K 21 /  C l 3 
C e l l s  on  R a t  S p l e e n  D N A  M e t h y l a s e
T h e  m e t h o d s  of p r e p a r a t i o n  a n d  of  a s s a y  of  t h e  r a t  s p l e e n
D N A  m e t h y l a s e  w e r e  t h o s e  of  K a l o u s e k  & M o r r i s  (1969) .  F o r  t h e  a s s a y ,
a  v o l u m e  of  0. 2 m l  w a s  u s e d ,  c o n t a i n i n g  10 p m o l  t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  7. 8,
0. 3 8 'pg R N a s e ,  40 p g  E s c h . c o l i  B DNA, 50 p i  e n z y m e  p r e p a r a t i o n ,  a n d
3
0. 5 p.C/Tm e t h y l  - YLj -  S ™ a d e n o s y l m e t h i o n i n e  a n d  c e l l  e x t r a c t s  p r e p a r e d
a s  f o l l o w s :
C o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  of  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s
w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H S V  (50 P .  F .  U. /  c e l l ) ,  o r  w e r e  m o c k - i n f e c t e d .  A t
4 h o u r s  P .  I, t h e  c e l l s  w e r e  s c r a p e d  off,  w a s h e d  w i t h  0. 1 M - t r i s - H C l
- 4b u f f e r ,  p H  7. 8, 0.  2 5 M -  s u e r  o s e  a n d  4 x  10 M - M g C l 2  a n d  h o m o g e n i z e d  
i n  t h e  s a m e  b u f f e r .  T h i s  s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  10 m i n .  a t  
5, 000  g to  g i v e  a  n u c l e a r  p e l l e t ,  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  c e n t r i f u g e d  a t  
105, 000 g f o r  60 m i n  to  g i v e  a  s o l u b l e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n .  T h e  n u c l e a r  
p e l l e t s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  0. 01 M - t r i s  - H C l  b u f f e r ,  p H  7. 8.
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B HK 2 1 /  C l  3 Ce  I l s  on  F a t  . sp leen  D N A  F l e t h y l a s e
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©  ©  , H S V - i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t *
O  O , C o n t r o l  c e l l  e x t r a c t .
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T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  i n c l u s i o n  of  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  
a r e  s u m m a r i z e d  i n  F i g u r e  31 .  T h e s e  s h o w  t h a t  e x t r a c t s  o f  B H K 2 1 / C 1 3  
c e l l s  a f t e r  6 h o u r s '  H S V - i n f e c t i o n  i n h i b i t  r a t  s p J e e n  DN A  m e t h y l a s e  
a c t i v i t y  b y  a b o u t  50%. C o n t r o l  c e l l  e x t r a c t s  s h o w e d  n o  s u c h  i n h i b i t i o n .
N o  i n h i b i t i o n  o f  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  b y  e i t h e r  n u c l e a r  
f r a c t i o n ,  i n c o r p o r a t i o n  b e i n g  i n  e x c e s s  of  t h a t  o b t a i n e d  w i t h o u t  B H K 2 1 / C 1 3  
c e l l  f r a c t i o n  a d d i t i o n .
A l t h o u g h  i t  a p p e a r e d  f r o m  t h e  a b o v e  r e s u l t  tha t  a c y t o p l a s m i c  f a c t o r  
m a y  p r e v e n t  t h e  m é t h y l a t i o n  of  H S V  D N A  i n  i n f e c t e d  c e l l s ,  i t  s e e m e d  
w o r t h w h i l e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p o s s i b l e  i n v o l v e m e n t  o f  a d d i t i o n a l  f a c t o r s .  
F o r  e x a m p l e ,  i n  b a c t e r i o p h a g e  T3 i n f e c t i o n  of  E s c h . c o l i , t h e  p h a g e  
p r e v e n t s  m é t h y l a t i o n  o f  i t s  D N A  b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n  S - a d e n o s y F  
m e t h i o n i n e  c l e a v a g e  e n z y m e  ( G e f t e r ,  H a u s m a n n ,  G o ld  & H u r w i t z ,  1 9 6 6 ) .  
T h e  p r e s e n c e  o f  s u c h  a n  e n z y m e  i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  a f t e r  H S V  i n f e c t i o n  
w a s  t e s t e d ,
8. A S S A Y  O F  S - A D E N O S Y E M E T H I O N I N E  C L E A V A G E  A C T I V I T Y  
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  c u l t u r e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  H S V  a t  a n  i n p u t  
m u l t i p l i c i t y  o f  10 P .  F ,  U. / c e l l  f o r  5 a n d  9 h o u r s ,  a n d  h a r v e s t e d  u s i n g  
v e r s e n e .  C e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  0.  I M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  8. 0,
0 .  1 4 M - N a C l  a n d  0,  0 4 M - 2 - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  h o m o g e n i z e d  in
0.  I M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  8. 0. T h e  a s s a y  v o l u m e  o f  0 . 5 m l  c o n t a i n e d
T a b l e  XV I
S - A d e n o s y l m e t h i o n i n e  C l e a v a g e
14T r e a t m e n t  of C -  l a b e l l e d - S - A d e n o s y l m e t h i o n i n e A v e r a g e  
c. p. m .
n m o l
c l e a v e d
N one 9, 0 74
A b s o r b e d  to  A m b e r  l i t  e 535 8
30 s e c o n d s ,  0. IN  K O H 1, 138 17
30 m i n u t e s ,  37^ w i t h  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l  e x t r a c t 4 1 4 6
30 m i n u t e s ,  3 7 w i t h  e x t r a c t  f r o m  B H K 2 1 / C 1 3 ,  
i n f e c t e d  0 - 5  h o u r s  w i t h  H SY
384 6
30 m i n u t e s ,  37° w i t h  e x t r a c t  f r o m  B H K 2 1 / C 1 3 ,  
i n f e c t e d  0 - 9  h o u r s  w i t h  H S V 411 6
30 m i n u t e s ,  0° w i t h  e x t r a c t  f r o m  B H K 2 1 / C 1 3 ,  
i n f e c t e d  0 - 5  h o u r s  w i t h  H SV 231 3
S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  c l e a v a g e  e n z y m e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  
o f  G e f t e r ,  H a u s m a n n ,  G o ld  & H u r w l t z  (1966) .
109o
100 |jLmoX~tris.-HCl b u f f e r ,  p H  8 . 0 ,  8 - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d
/" m e t h y l  - Ç7 - S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  ( G e f t e r ,  H a u s m a n n ,  G o l d  & 
H u r w l t z ,  1966) .  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  w a s  r e m o v e d  a f t e r  i n c u b a t i o n  
b y  m i x i n g  t w i c e  w i t h  A m b e r l i t e  C G  - 50, l e a v i n g  h y d r o l y z e d  m a t e r i a l  
i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n .  T h e  r e s u l t s ,  s h o w n  i n  T a b l e  X V I s u g g e s t e d  
t h a t  c l e a v a g e  of  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  d o e s  n o t  t a k e  p l a c e  e i t h e r  d u r i n g  
i n f e c t i o n  of  B H K 2 1 /  C l 3 c e l l s  b y  H SV  o r  i n  t h e  u n i n f e c t e d  c e l l s .
A n  a d d i t i o n a l  m e a n s  b y  w h i c h  H SV c o u ld  p r e v e n t  m é t h y l a t i o n  of 
i t s  DN A  i s  b y  t h e  p r e v e n t i o n  of  t h e  s y n t h e s i s  of  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e ,  
w h i c h ,  i n  a l l  s y s t e m s  s o  f a r  s t u d i e d ,  i s  t h e  i m m e d i a t e  d o n o r  of m e t h y l  
g r o u p s  f o r  t h e  m é t h y l a t i o n  of n u c l e i c  a c i d s .  T h i s  p o s s i b i l i t y  w a s  
t h e r e f o r e  t e s t e d .
9. A S S A Y  O F  S - A D E N O S Y B M E T H I O N I N E  S Y N T H E T A S E  A C T I V I T Y  
S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  s y n t h e t a s e  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h o d  of  
S h e i d  & Bili lc  (1968)  a t  6 h o u r s  P . I .  f r o m  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  e i t h e r  
i n f e c t e d  w i t h  H S V  a t  a n  i n p u t  m u l t i p l i c i t y  of  10 P .  F .  U. /  c e l l ,  o r  m o c k -  
i n f e c t e d ,  a n d  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  of  t h e s e  a u t h o r s  (S i ie id  & Bili lc,  1968)  
A f t e r  60 m i n  i n c u b a t i o n  a t  37°  ( w h e n  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  i s  s t i l l  b e i n g  
f o r m e d  l i n e a r l y )  a v e r a g e s  of 0 . 2 0 4  a n d  0 . 2 1 0  jj .mol S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e /  
m g  p r o t e i n  h a d  b e e n  s y n t h e s i z e d  b y  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  f r o m  H S V  - 
i n f e c t e d  a n d  c o n t r o l  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s ,  s u g g e s t i n g  n o  c h a n g e  i n  t h e  l e v e l  
o r  r a t e  of  s y n t h e s i s  o f  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  a t  6 h o u r s  P .  I.
1 1 0 .
D IS C U S S IO N
1. C O N D I T I O N S  F O R  O P T I M A L  I N C O R P O R A T I O N  O F  M E T P I Y L  
G R O U P S  F R O M  M E T H IO N IN E
1 . 1 .  T h e  E f f e c t  of  S o d i u m  F o r m a t e  on  B 1 T K 2 I /C 1 3  C e l l s
S o d i u m  f o r m a t e  w a s  f o u n d  to  b e  t o x i c  a t  c o n c e n t r a t i o n s  
g r e a t e r  t h a n  2 0 m M  w h i c h  g i v e s ,  i n  i n c u b a t i o n  m e d i u m ,  c o m p l e t e  
d i l u t i o n  of  t h e  m e t h i o n i n e - d e r i v e d  t e t r a h y d r o f o l a t e  i n  t h e  o n e - c a r b o n  
p o o l .  T h i s  m a y  h a v e  b e e n  b e c a u s e  of i m p u r i t i e s  in  t h e  s o d i u m  f o r m a t e  
p r e p a r a t i o n  o r  f r o m  a n  o s m o t i c  e f f e c t  of th e  t o t a l  r e s u l t a n t  s a l t  
c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  m e d i u m .
1 . 2 .  T h e  E f f e c t  of  M e t h i o n i n e  C o n c e n t r a t i o n  on  C e l l  G r o w t h  a n d  
M e t a b o l i s m
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  w e r e  f o u n d  to  be  d e p e n d e n t  on  e x o g e n o u s l y -  
s u p p l i e d  m e t h i o n i n e  f o r  g r o w t h ,  f o r  R N A  s y n t h e s i s  a n d  f o r  DN A  s y n t h e s i s ,  
e a c h  t o  a  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  e x t e n t .  T h i s  m a y  p e r h a p s  b e  e x p l i c a b l e  in  
t e r m s  of  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  of  m e t h i o n i n e  r e q u i r e d  f o r  d i f f e r e n t  c e l l u l a r  
p r o c e s s e s .  A n  e n d o g e n o u s  s o u r c e  of  m e t h i o n i n e ,  e v e n  i n  c e l l s  w h i c h  
a r e  n o t  d i v i d i n g ,  a r i s e s  f r o m  a t u r n o v e r  of e n d o g e n o u s  p r o t e i n ,  a s  s h o w n  
f o r  H e  L a  c e l l s  ( E a g l e ,  P i e z ,  F l e i s c h m a n  & O y a m a ,  1959;  V a u g h a n ,  
S o e i r o ,  W a r n e r  D a r n e l l  196 7), b u t  a  m i n i m a l  l e v e l  of e x o g e n o u s l y -  
s u p p l i e d  m e t h i o n i n e  i s  c l e a r l y  r e q u i r e d  t o  s u p p l e m e n t  t h i s  f o r  e a c h  
m e t h i o n i n e - d e p e n d e n t  c e l l  p r o c e s s .
1 1 1 .
1 . 2 .  1. T h e  e f f e c t of m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  on  D N A  m e t a b o l i s m
D N A  i s  r e q u i r e d  to  b e  s y n t h e s i z e d  i n  r e l a t i v e l y  s m a l l  
a m o u n t s .  H o w e v e i ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  t h i s  s y n t h e s i s  i s  m e t h i o n i n e -  
d e p e n d e n t  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  1 . 3 ) .  T h i s  r e q u i r e m e n t  m a y  b e  (a) f o r  
m é t h y l a t i o n  of  t h e  D N A  o r  (b) f o r  s y n t h e s i s  of  s o m e  m e t h i o n i n e - c o n t a i n i n g  
p r o t e i n  n e e d e d  f o r  r e p l i c a t i o n .  D a r k  (1968)  h a s  s h o w n  t h a t ,  i n  E s c h . c o l i  
s y n t h e s i s  of  D N A  c a n  o n ly  talce p l a c e  i f  t e m p l a t e  D N A  i s  m e t h y l a t e d ,  b u t  
t h a t  s o m e  s y n t h e s i s  c a n  c o n t i n u e  i n  t h e  a b s e n c e  of m é t h y l a t i o n  of  t h i s  
n e w l y - s y n t h e s i z e d  D N A .  I n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  n o  s i g n i f i c a n t  d e v i a t i o n  
f r o m  n o r m a l  in  t h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  of DNA w a s  o b s e r v e d  w h e n  c e l l s  
w e r e  i n c u b a t e d  in  m e d i u m  c o n t a i n i n g  7% n o r m a l  m e t h i o n i n e  ( R e s u l t s ,  
S e c t i o n  1 . 6 .  3), a  c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  d id  n o t  f u l l y  s u p p o r t  DN A  s y n t h e s i s  
( R e s u l t s ,  S e c t i o n  1 , 3 ) .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l i m i t i n g  f a c t o r  f o r  c e l l  
g r o w t h  w a s  s o m e t h i n g  o t h e r  t h a n  t h e  m é t h y l a t i o n  of n e w l y  - s y n t h e s i z e d  
D N A , p e r h a p s  a  p r o t e i n  v i t a l  f o r  t h e  r e p l i c a t i v e  p r o c e s s .
1 . 2 . 2 .  T h e  e f f e c t  of m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  on  R N A  m e t a b o l i s m
R N A  s y n t h e s i s  a p p a r e n t l y  b e c a m e  m o r e  m e t h i o n i n e -  
d e p e n d e n t  w i t h  t i m e  t h a n  d id  DN A  s y n t h e s i s  ( F i g u r e  9). E v e n  i n  c e l l s  
w h i c h  a r e  n o t  d i v i d i n g  t h e r e  i s  R N A  t u r n o v e r ,  a n d  t h u s  R N A  s y n t h e s i s  i s  
a b l e  t o  c o n t i n u e  b y  u t i l i z i n g  b a s e s  f o r m e d  f r o m  b r e a k d o w n  of  R N A .  
H o w e v e r ,  m e t h y l a t e d  b a s e s  a r e  f o r m e d  a t  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  l e v e l  and ,  
i n  t h e  a b s e n c e  of  s u f f i c i e n t  m e t h i o n i n e  t h e y  c a n n o t  b e  s y n t h e s i z e d .  F o r
1 1 2 .
e x a m p l e ,  i n  H e  L a  c e l l s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  i n  e f f e c t i v e  m e t h i o n i n e  
s t a r v a t i o n  r i b o s o m a l  p r e c u r s o r  R N A  c o n t i n u e s  t o  b e  s y n t h e s i z e d ,  b u t  
i s  d e f i c i e n t  in  m e t h y l  g r o u p s  ( V a u g h a n ,  S o e i r o ,  W a r n e r  & D a r n e l l ,
196 7) a n d  c o m p l e t e  r i b o s o m e s  a r e  n o t  f o r m e d .  A l s o ,  h y p  o m  e t h y l  a t  ed  
t R N A  i s  f o r m e d  i n  H e L a  c e l l s  in  m e t h i o n i n e  d e p r i v a t i o n  ( B e r n h a r d t  h  
D a r n e l l ,  1969) .  In  a n y  c a s e ,  t h e  c e l l  i s  l i k e l y  t o  b e  a b l e  t o  f u n c t i o n  
n o r m a l l y  w i t h  p a r t i a l l y  d e p l e t e d  r i b o s o m e s  a n d  tR N A  p o p u l a t i o n s ,  s i n c e ,  
a t  l e a s t  i n  E s c h . c o l i ^ m R N A  i s  a p p a r e n t l y  n o t  m e t h y l a t e d  ( M o o r e ,  1966) .
1. 2 .  3. T h e  e f f e c t  of  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  on ce  11 g r o w t h
I t  d o e s  n o t  s e e m  u n r e a s o n a b l e  to  s u g g e s t  t h a t  c e l l  g r o w t h  
w o u l d  b e  i n h i b i t e d  b y  s o m e  m e a n s  o t h e r  t h a n  b y  d e c r e a s e d  D N A  o r  R N A  
s y n t h e s i s ,  a n d  i t  i s  l i k e l y  t h a t  l a c k  of m e t h i o n i n e  f o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  
w o u l d  a f f e c t  c e l l  g r o w t h .  T h i s  w o u l d  b e  c o n s i s t e n t  w i t h  r e s u l t s  s h o w n  
i n  F i g u r e  8 f o r  c e l l  g r o w t h ,  a s  c o m p a r e d  to  F i g u r e  9 f o r  DNA a n d  R N A  
s y n t h e s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  of d i f f e r e n t  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e s e  
s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  d i f f e r e n t  t i m e - s c a l e s ,  h o w e v e r ,  a n d  l e v e l s  
o f  m e t h i o n i n e  w h i c h  w e r e  i n s u f f i c i e n t  t o  s u p p o r t  c e l l  g r o w t h  a n d  d i v i s i o n  
m i g h t  a l s o  b e  p r o v e d  t o  b e  i n s u f f i c i e n t  t o  s u p p o r t  R N A  a n d  D N A  s y n t h e s i s  
a f t e r  l o n g e r  p e r i o d s  of  i n c u b a t i o n  of t h e  B H IC 2 1 /C 1 3  c e l l s  in  m e t h i o n i n e  - 
d e p l e t e d  m e d i u m ,
1 . 2 . 4 ,  T h e  e f f e c t  of m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n  on  H S V  g r o w t h
H S V  g r o w  n o r m a l l y  i n  c o n c e n t r a t i o n s  of m e t h i o n i n e  l o w e r
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t h a n  w e r e  r e q u i r e d  t o  s u p p o r t  h o s t  c e l l  m e t a b o l i s m  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  
1 , 4 ) ,  b u t  s t i l l  r e q u i r e s  e x o g e n o u s l y - s u p p l i e d  m e t h i o n i n e  f o r  i t s  
r e p l i c a t i o n  (cf .  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  ( K a p la n ,  S h i m  on o & B e n - F o r  at,  1970))  
T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  v i r u s  e i t h e r  i n c o r p o r a t e s  m e t h i o n i n e  i n t o  a  c o a t  
p r o t e i n  o r  i n t o  s o m e  o t h e r  p r o t e i n  v i t a l  t o  i t s  g r o w t h ,  e . g .  a n  e n z y m e .
T h i s  r e s u l t  f u r t h e r  s u g g e s t e d  t h a t  e i t h e r  H S V  p r o t e i n s  c o n t a i n  a  
s m a l l e r  a m o u n t  of m e t h i o n i n e  t h a n  h o s t  c e l l  p r o t e i n ,  o r  t h a t  t h e r e  i s  a  
l o w e r  l e v e l  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  in  i n f e c t e d  c e l l s ,  o r  t h a t ,  a f t e r  i n f e c t i o n ,  
t h e r e  i s  a  l o w e r  d e p e n d e n c e  on m é t h y l a t i o n  of  n u c l e i c  a c i d s .
T h a t  t h e  s e c o n d  p o s s i b i l i t y ,  a t  l e a s t ,  w a s  t r u e  w a s  s h o w n  in  a 
s t u d y  of m e t h i o n i n e  m e t a b o l i s m  in  H S V - i n f e c t e d  c e l l s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n
1. 7), t h e  f i n d i n g s  o f  w h i c h  w e r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  of R o i z m a n ,  
B o r m a n  & R o u s t a  (1965)  a n d  S y d i s k i s  & R o i z m a n  ( l  966) f o r  t h e  g e n e r a l  
p a t t e r n  o f  p r o t e i n  m e t a b o l i s m  i n  H S V  - i n f e c t e d  c e l l s .
S u b s e q u e n t  w o r k  on t h e  m é t h y l a t i o n  of  n u c l e i c  a c i d s  i n  H S V - i n f e c t e d  
c e l l s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  3 a n d  5) i n d i c a t e  t h a t  f o r  b o t h  D N A  a n d  R N A  
t h e r e  i s  a  l o w e r  l e v e l  of m é t h y l a t i o n  r e l a t i v e  to  u n i n f e c t e d  c e l l s .  T h u s  
t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e r e  i s  a  l o w e r  m e t h i o n i n e - d e p e n d e n c e  i n  i n f e c t i o n  
o n  t h i s  a c c o u n t  m i g h t  a l s o  b e  t r u e .
2 .  T E C H N I Q U E S  F O R  N U C L E I C  A C I D  S T U D Y
2 . 1 .  M A K  F r a c t i o n a t i o n
T h e  t e c h n i q u e  u s e d  t o  f r a c t i o n a t e  n u c l e i c  a c i d s  d e r i v e d  f r o m
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c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  H S V  i n  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  w a s  MAI4 c o l u m n  
c h r o m a t o g r a p h y .  A l t h o u g h  t h e o r e t i c a l l y  t h i s  i s  a  g o o d  m e t h o d  i n  t h a t  
t R N A .  r R N A  a n d  D N A  a r e  s e p a r a t e d ,  i n  p r a c t i c e  i t  d i d  n o t  y i e l d
e
s u f f i c i e n t l y  a c c u r a t e  r e s u l t s  f o r  t h e  f o l l o w i n g  r e a s o n s :
(a) t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  w a s  n o t  s u f f i c i e n t l y  r e p r o d u c i b l e  f o r  
a c c u r a t e  c o m p a r a t i v e  s t u d i e s ,
(b) o f t e n  D N A  a n d  R N A  w e r e  i n s u f f i c i e n t l y  w e l l  s e p a r a t e d ,  a n d
(c) t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  c o l u m n  w a s  low .  T h i s  c o u p l e d  w i t h  t h e  
l o w  l e v e l  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n c o r p o r a t e d  i n t o  R N A  an d ,  e s p e c i a l l y ,  i n t o  
D N A  m e a n t  t h a t  o f t e n  t o t a l  c o u n t s  w e r e  t o o  lo w  t o  b e  m e a n i n g f u l .
T h i s  p r o b l e m  of  o b t a i n i n g  r e p r o d u c i b l e  n u c l e i c  a c i d  f r a c t i o n a t i o n  
w a s  s o l v e d  b y  u s i n g  a  c e l l  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  2) .
In  t h e  s t u d y  i n v o l v i n g  M A K  f r a c t i o n a t i o n  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  2 , 1 )  n o  
s t e p  w a s  i n c l u d e d  t o  r e m o v e  r a d i o  a c t i v e l y - l a b e l l e d  m e t h i o n i n e  w h i c h  m a y  
h a v e  b e e n  a c y l a t e d  t o  t R N A .  T h i s  s o u r c e  of r a d i o a c t i v i t y  m a y  h a v e  
m a s k e d  t h e  t r u e  l e v e l  of  m é t h y l a t i o n  of t h i s  s p e c i e s .  H o w e v e r ,  t h i s  
s o u r c e  of  e r r o r  w a s  r e m o v e d  i n  l a t e r  studief i .  e i t h e r  b y  t r e a t m e n t  o f  t h e  
t R N A  w i t h  p r o n a s e ,  o r  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  1. O M - t r i s - H C l  b u f f e r ,  p H  9. 0 
a t  3 7 ° .
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2 . 2 .  M e t h o d  of  M e a s u r e m e n t  of t h e  M é t h y l a t i o n  of  N e w l y - s y n t h e s i z e d
D N A  a n d  R N A
T h e s e  s t u d i e s  w e r e  u n d e r t a k e n  t o  m e a s u r e  t h e  e x t e n t  of 
m é t h y l a t i o n  of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  n u c l e i c  a c i d  a f t e r  H S V - i n f e c t i o n  of  
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s .  T o  t h i s  e n d ,  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  [ ^ m e t h y l  - J  - D - m e t h i o n i n e  a n d  a  t r i t i a t e d  n u c l e o s i d e  ( u r i d i n e  o r  
t h y m i d i n e )  l a b e l l e d  s o  a s  t o  p r e v e n t  e n t r y  of i s o t o p e  i n to  DNA o r  R N A  
r e s p e c t i v e l y .
2 , 2 . 1 .  DN A
It  p r o v e d  p o s s i b l e  i n  t h e  c a s e  of D N A  t o  c o r r e l a t e  on  a  
m o l a r  b a s i s  i n c o r p o r a t i o n  of m e t h y l  g r o u p s  a n d  t h y m i d i n e  w i t h  t h e  
e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  of n e w l y - s y n t h e s i z e d  D N A. In  t h e  c a l c u l a t i o n  of  
t h e  l e v e l s  o f  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  s e v e r a l  f a c t o r s  w e r e  t a k e n  i n to  
c o n s i d e r a t i o n .  T h e s e  w e r e ' .
1). p o s s i b l e  c e l l u l a r  d i l u t i o n  o f  e x o g e n o u s l y - s u p p l i e d  r a d i o a c t i v e l y -  
l a b e l l e d  t h y m i d i n e ,
2). t h e  m o l a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h y m i d i n e  a n d  DNA n u c l e o t i d e s ,
3). a  t i m e  l a g  b e t w e e n  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  of  DNA,
4). c e l l u l a r  d i l u t i o n  of  e x o g e n o u s l y - s u p p l i e d  r a d i o a c t i v e l y -  
l a b e l l e d  m e t h i o n i n e ,
5), i n c o r p o r a t i o n  of m e t h y l  g r o u p s  f r o m  m e t h i o n i n e  in to  
t h y m i d i n e ,  a n d
^  i n c o r p o r a t i o n  of  m e t h y l  g r o u p s  i n t o  o t h e r  n u c l e o t i d e s .
1 1 6 .
iX In  a  s t u d y  of  s y n c h r o n i z e d  L92  9 m o u s e  f i b r o b l a s t  c e l l s ,
A d a m s  (196 9) h a s  s h o w n  t h a t  t h e s e  c e l l s  h a v e  n u c l e a r  t h y m i d i n e  p o o l s  
a n d  t h a t ,  on  a v e r a g e  t h r o u g h o u t  t h e  c e l l  c y c l e ,  t h e r e  a r e  150 p m o l  
t h y m i d i n e / 10^ c e l l s .  A s s u m i n g  c o m p a r a b l e  p o o l  s i z e s  in  B H K 2 1 / C 1 3  
c e l l s ,  t h i s  w o u l d  m e a n  a  d i l u t i o n  f a c t o r  f o r  e x o g e n o u s l y - s u p p l i e d  
t h y m i d i n e  of a b o u t  1. 02 w h e n  t h e s e  c e l l s  a r e  i n c u b a t e d  i n  m e d i u m  
c o n t a i n i n g  5 x 1 0  t h y m i d i n e .  A  s i m i l a r  v a l u e  c a n  be  o b t a i n e d  f r o m
t h e  r e s u l t s  of a  s t u d y  of c a l f  t h y m u s  n u c l e i c  a c i d  p r e c u r s o r s  ( P o t t e r ,  
S c h l e s i n g e r  , B u e t t n e r  - J a n u s  ch  & T h o m p s o n ,  1 957) .  A d a m s  (1969)  
a l s o  s h o w e d  t h a t  e q u i l i b r a t i o n  of  e x o g e n o u s  t h y m i d i n e  w i t h  t h e  a c i d -  
s o l u b l e  p o o l  w a s  a c h i e v e d  w i t h i n  10 m i n u t e s  o f  i t s  a d d i t i o n  t o  t h e  c u l t u r e  
m e d i u m .  T h e s e  f a c t s  t h e r e f o r e  s u g g e s t  n e g l i g i b l e  c e l l  d i l u t i o n  of a d d e d  
t h y m i d i n e  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  in  t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t s .  T h e  
c o n t r i b u t i o n  of  f a c t o r s  2) -6 )  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  e l s e w h e r e  ( R e s u l t s ,  
S e c t i o n s  1 . 6 . 3  a n d  1 . 1 ) .  I t  w a s  f u r t h e r  a s s u m e d  t h a t  a d d e d  t h y m i d i n e  
w a s  n o t  d i l u t e d  o u t  b y  de^ n o v o  s y n t h e s i s .
T h e  r e s u l t s  of t h i s  s t u d y  s h o w e d  t h a t  t h e  D N A  b a s e  c o n t e n t  of 
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n c l u d e s  1 m o le  % 5 - m e t h y l c y t o s i n e .
In  t h e  s t u d y  of B H K 2 1 / C 1 3  DNA m é t h y l a t i o n  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  5. 1) 
m e t h y l  g r o u p s  w e r e  i n c o r p o r a t e d  in to  t h y m i d i n e .  T h e  o r i g i n  of t h e s e  
g r o u p s  c o u l d  b e  (a) f r o m  t h e  t e t r  a - h y d r o f o l a t e  o n e - c a r b o n  p o o l ,  a l t h o u g h  
t h i s  s e e m s  u n l i k e l y  s i n c e  t h e  b a s i c  p y r i m i d i n e  r i n g  s t r u c t u r e  d id  n o t
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b e c o m e  l a b e l l e d ;  (b) f r o m  d e a m i n a t i o n  of  5 - m e t h y l c y t i d i n e  i n  t h e  l a t e r  
s t a g e s  of DN A f o r m a t i o n  - t h i s  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  u n l i k e l y ,  a t  l e a s t  
i n  H e  Da c e l l s  ( B u r d e n  & A d a m s ,  1969) - ; (c) f r o m  d e a m i n a t i o n  of 5 -  
m e t h y l c y t i d i n e  a n d  f r o m  t h y m i d i n e  r e l e a s e d  d u r i n g  R N A  t u r n o v e r ;  (d) 
f r o m  d e a m i n a t i o n  of c y t i d i n e  f o l l o w e d  b y  m é t h y l a t i o n  of t h e  u r i d i n e  
f o r m e d ,  o r  m é t h y l a t i o n  o f  i n c o r p o r a t e d  u r i d i n e  a t  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  
l e v e l  of DNA; o r  (e) i f  m e t h y l  g r o u p s  of t h y m i d i n e  c o u l d  e x c h a n g e  w i t h  
t h o s e  of  m e t h i o n i n e .  A t  t h e  p r e s e n t  t i m e ,  no  e v i d e n c e  i s  a v a i l a b l e  to  
r e s o l v e  t h i s  p r o b l e m .
2 . 2 . 2 .  R N A
T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  a d d e d  
r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  u r i d i n e  a n d  R N A  s y n t h e s i s  w a s  f o u n d  t o  b e  m o r e  
d i f f i c u l t  t o  a s s e s s  t h a n  t h a t  f o r  D N A . I t  w a s  r o u t i n e l y  fo u n d  t h a t  l e v e l s  
of  i n c o r p o r a t i o n  o f  u r i d i n e  w e r e  m u c h  l o w e r  t h a n  c o u ld  b e  e x p e c t e d .
T h e  m o s t  l i k e l y  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  w o u l d  b e  t h a t  a d d e d  l a b e l  w a s  b e i n g  
d i l u t e d  o u t  i n t r a c e l l u l a r l y . T h i s  d i l u t i o n  c o u l d  b e  e i t h e r  (a) e n d o g e n o u s
o r  (b) e x o g e n o u s .
D i l u t i o n  b y  f a c t o r  (a) c o u l d  a r i s e  f r o m  a d d e d  c y t i d i n e .  T h i s  w a s  
i n c l u d e d  in  i n c u b a t i o n  m e d i u m  t o  p r e v e n t  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of l a b e l  f r o m  
l a b e l l e d  c y t i d i n e  v i a  l a b e l l e d  u r i d i n e  i n t o  t h e  r a p i d l y - t u r n e d - o v e r  C C A -  
t e r m i n u s  of tR N A .  H o w e v e r ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  w h e n  e x o g e n o u s  
u r i d i n e  i s  p r o v i d e d  t o  c e l l  p r e p a r a t i o n s  f r o m  m o u s e  a n d  h u m a n  t i s s u e s
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t h e  r e a c t i o n  c a t a l y z e d  b y  u r i d i n e  k i n a s e  i s  r a t e - l i m i t i n g  i n  t h e  
u t i l i z a t i o n  of  t h e  u r i d i n e ,  a n d  i s  i n h i b i t e d  b y  U T P  and ,  e s p e c i a l l y ,  b y  
C T P  (C o h e n ,  1968) .  In  a n t i c i p a t i o n  of p o s s i b l e  d i l u t i o n  of  u r i d i n e  b y  
c y t i d i n e  a n  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  ou t  t o  m e a s u r e  u r i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  
i n  t h e  p r e s e n c e  of  d i f f e r e n t  l e v e l s  of c y t i d i n e .  N o  a p p a r e n t  d i l u t i o n  
w a s  d e t e c t e d .  N o  o t h e r  c o m p o n e n t  o f  t h e  m e d i u m  w a s  l i k e l y  t o  d i l u t e  
ou t  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  u r i d i n e .
D i l u t i o n  b y  f a c t o r  (b) c o u l d  a r i s e  f r o m  t w o  s o u r c e s .  A  s t u d y  i n  
B . s u b t i l i s  h a s  s h o w n  t h a t  u r a c i l  d e r i v a t i v e s  a r e  i n  r a p i d  e q u i l i b r a t i o n  
w i t h  one  a n o t h e r  ( N i e r l i c h  &: V i e l m e t t e r ,  1968) .  H o w e v e r ,  t h e s e  
w o r k e r s  h a v e  s h o w n  t h a t  t u r n o v e r  of  R N A  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  p o o l s ,  a n d  
t h a t  U D P  a n d  U T P  f o r m  p a r t  of a  c y c l e  of m R N A  t u r n o v e r  t o  w h i c h  U M P  
i s  n o t  a  c o m p o n e n t .  I f  t h i s  w e r e  t h e  c a s e  i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  a l s o ,
U T P  f r o m  t u r n o v e r  of R N A  m i g h t  e f f e c t i v e l y  d i l u t e  ou t  U T P  f r o m  u r i d i n e  
a d d e d  i n  t h e  m e d i u m .  T h e  s e c o n d  p o s s i b l e  e n d o g e n o u s  s o u r c e  of  u r i d i n e  
i s  b y  de  n o v o s y n t h e s i s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  e n z y m e s  f o r  t h e  p r o c e s s i n g  
o f  u r a c i l  t o  U T P  a r e  c l o s e l y  l i n k e d  t o  t h o s e  f o r  i t s  s y n t h e s i s ,  s o  t h a t  
U T P  f r o m  t h i s  s o u r c e  m i g h t  a l s o  d i l u t e  o u t  U T P  f r o m  a d d e d  u r i d i n e .
W h a t e v e r  t h e  c a u s e ,  a n y  d i l u t i o n  of  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  u r i d i n e  
w o u l d  g i v e  a  m i s l e a d i n g ,  l o w  v a l u e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  of  R N A  d u r i n g  t h e  
l a b e l l i n g  p e r i o d ,  a n d  t h e r e f o r e  a  s p u r i o u s l y  h i g h  p e r c e n t a g e  of  m e t h y l a t e d
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n u c l e o t i d e  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  p r e s e n t , i n  t h i s  R N A ,  a s  l i t t l e  d i l u t i o n  
o f  a d d e d  r a d i o a c t i v e  m e t h i o n i n e  o c c u r s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n ,  1 . 6 ) .  I t  
i s  l i k e l y ,  h o w e v e r ,  t h a t  d i f f i c u l t y  i n  a s s e s s m e n t  of  R N A  s y n t h e s i s  i s  
c a u s e d  b y  e n d o g e n o u s  d i l u t i o n  of u r i d i n e ,  e i t h e r  b y  ^  n o v o  s y n t h e s i s ,  
o r  b y  b r e a k d o w n  of p r e - e x i s t i n g  R N A .
3. T R A N S F E R  R N A
3. 1. T r a n s f e r  R N A  S y n t h e s i s  a n d  M é t h y l a t i o n  in  H S V - I n f e c t i o n
A  s o l u b l e  R N A  f r a c t i o n  f r o m  H S V - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  v i r u s  - s p e c i f i e d  ( S u b a k - S h a r p e  & H a y ,  1 96 5) a n d  
t h e r e  i s  e v i d e n c e  to  s u g g e s t  t h a t  a t  l e a s t  p a r t  of t h i s  i s  tR N A  ( S u b a k -  
S h a r p e ,  S h e p h e r d  &: H a y ,  1966) .  F o r  t h e s e  s p e c i e s  to  d i f f e r  i n  t h e  
a b o v e  t e s t s  f r o m  t h e i r  h o s t - c e l l  c o u n t e r p a r t s  r e q u i r e s  t h e m  t o  h a v e  a  
d i f f e r e n t  b a s e  s e q u e n c e  w i t h  p r o b a b l y  a s s o c i a t e d  s e c o n d a r y  o r  t e r t i a r y  
s t r u c t u r a l  a l t e r a t i o n s .  T h e  s y n t h e s i s  of  e n z y m i c  a n d  s t r u c t u r a l  
p r o t e i n s  i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s  m a y  r e q u i r e  m e t h y l a s e  e n z y m e  a c t i v i t y  
t o  m e t h y l a t e  n e w l y - s y n t h e s i z e d  t R N A  o r  a l t e r n a t i v e l y ,  s o m e  e n z y m e  
a c t i v i t y  m a y  b e  r e q u i r e d  t o  a l t e r  t h e  s e c o n d a r y  o r  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  of 
p r e - e x i s t i n g  t R N A  m o l e c u l e s  t o  t h a t  of t R N A  m o l e c u l e s  s u i t e d  t o  t h e  
n e e d s  of t h e  v i r u s .  In  t h e  p r e s e n t  s t u d y  b o t h  t R N A  m é t h y l a t i o n  a n d  t R N A  
m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w e r e  f o u n d  t o  v a r y  i n  t h e  c o u r s e  o f  i n f e c t i o n  of 
B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  w i t h  HSV.
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3. 1. 1. E a r l y  i n  i n f e c t i o n
I t  w a s  f o u n d  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  3) t h a t  a n  a p p a r e n t  i n i t i a l  
i n c r e a s e  f o l l o w e d  b y  a  r a p i d  d e c r e a s e  i n  t h e  m é t h y l a t i o n  o f  n e w l y  
s y n t h e s i z e d  4S R N A  w a s  o b s e r v e d  i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  a f t e r  i n f e c t i o n  
w i t h  HSV. T h e  t i m i n g  of t h e s e  a l t e r a t i o n s  w a s  d e p e n d e n t  on t h e  
m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n  u s e d .
T h e  i n i t i a l  i n c r e a s e  i n  m é t h y l a t i o n  o v e r  s y n t h e s i s  of  t h i s  s p e c i e s  
of  R N A  c o u l d  r e s u l t  f r o m  a n y  of  t h e  f o l l o w i n g  f a c t o r s : -
1. If  m é t h y l a t i o n  l a g g e d  b e h i n d  t h e  s y n t h e s i s  o f  t R N A  a s  i t  d o e s  in  
t h e  c a s e  of DNA i n  H e L a  c e l l s  ( B u r d o n  & A d a m s ,  196 9), a n d  t h e r e  w a s  
a n  i n h i b i t i o n  of h o s t  t R N A  s y n t h e s i s  s o o n  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  HSV, a n  
a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  m é t h y l a t i o n  o v e r  s y n t h e s i s  w o u l d  b e  d e t e c t e d  
b e c a u s e  of t h e  m é t h y l a t i o n  of  p r e v i o u s l y  s y n t h e s i z e d  t R N A .  H o w e v e r ,  
t h e  l a g  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  of p r e c u r s o r  tR N A  t o  t R N A  i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  
i s  10 m i n u t e s  ( B u r d o n ,  M a r t i n  h  L a i ,  1967), a n d ,  a t  t h e  m u l t i p l i c i t y  of 
i n f e c t i o n  u s e d  in  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  s y n t h e s i s  o f  4S R N A  r e m a i n s  a t  t h e  
s a m e  l e v e l  a s  in  u n i n f e c t e d  c e l l s  u p  t o  3 h o u r s  P .  I. i n  B H K 2 1 / C13 c e l l s  
( S u b a k - S h a r p e ,  S h e p h e r d  & H a y ,  I 966 ; R e s u l t s ,  S e c t i o n  3) a n d  i n  H E p - 2  
c e l l s  ( W a g n e r  h  R o i z m a n ,  1969) .
2 .  R N A  s y n t h e s i s  w a s  in  f a c t  h i g h e r  t h a n  w a s  e v i d e n t  f r o m  u r i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n .  T h i s  c o u l d  a r i s e  f r o m  e i t h e r  a n  i n c r e a s e d  de n o v o
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s y n t h e s i s  of u r i d i n e  s o o n  a f t e r  i n f e c t i o n  o r  f r o m  d e g r a d a t i o n  o f  h o s t  
R N A .  T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  f o r m e r  a p p l i e s  w o u l d  r e q u i r e  
a  s t u d y  of t h e  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  u r i d i n e  b i o s y n t h e s i s  a f t e r  H S V  
i n f e c t i o n .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  a l t h o u g h  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  
i s o t o p e s  i n t o  r R N A  s p e c i e s  w a s  u n i f o r m l y  low ,  t h e r e  d id  a p p e a r  t o  b e  
a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  of m é t h y l a t i o n  o v e r  s y n t h e s i s  o f  r R N A  a t  
t h e  s a m e  t i m e  a s  i t  o c c u r r e d  i n  4S  R N A .  I t  i s  p o s s i b l e ,  t h e r e f o r e ,  
t h a t  t h i s  w a s  a  r e s u l t  of a  g e n e r a l  e f f e c t  on  u r i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  a n d  
t h a t  a t  t h a t  t i m e  i s o t o p e - i n c o r p o r a t i o n  of  R N A  p r e c u r s o r  d id  n o t  r e f l e c t  
t r u e  R N A  s y n t h e s i s .  P e r h a p s  c o m p a r i s o n  of  t h e  a b o v e  r e s u l t s  w i t h  
m e a s u r e m e n t  of R N A  s y n t h e s i s  u s i n g  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  p h o s p h a t e  
w o u l d  h e l p  t o  e l u c i d a t e  t h i s  p r o b l e m ,  a s  w o u l d  a u t o r a d i o g r a p h i c  a n a l y s i s  
o f  t h e  b a s e s  of t h e  t R N A  m e t h y l a t e d  i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  of H S V - i n f e c t i o n  
(cf .  R e s u l t s ,  S e c t i o n  2 . 3 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  b r e a k d o w n  of  h o s t  RNA^ 
w h i c h  c a n  a l s o  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  m u l t i p l i c i t y  of i n f e c t i o n ,  d o e s  t a k e  
p l a c e ,  b u t  t h e  t i m e r  c o u r  s e  of t h i s  i s  n o t  y e t  k n o w n .
3. I t  d o e s  s e e m  p r o b a b l e  t h a t  i f  t R N A  i s  r e q u i r e d  to  b e  s y n t h e s i z e d ,  
i t  s h o u l d  t a k e  p l a c e  a t  t h i s  t i m e ,  i ,  e ,  p r i o r  t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  bullc 
of v i r u s  " i n d u c e d  o r  v i r u s - c o d e d  p r o t e i n s ,  a n d  w e  c a n n o t  r u l e  ou t  t h e  
p o s s i b i l i t y  t h a t  i t  i s  t h i s  t R N A  w h i c h  i s  b e i n g  s y n t h e s i z e d  w i t h  a  m e t h y l  
g r o u p  c o n t e n t  w h i c h ,  r e l a t i v e  to  s y n t h e s i s ,  i s  h i g h e r  t h a n  t h a t  of c o n t r o l  
c e l l  t R N A .
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3.  1.2..  L a t e r  i n  i n f e c t i o n
I n  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  a  r e d u c t i o n  in  
b o t h  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  of  4 S  R N A  o c c u r r e d  l a t e r  in  H S V  i n f e c t i o n ,  
a n d ,  e s p e c i a l l y  a t  l a t e r  t i m e s ,  t h e  f a l l  i n  m é t h y l a t i o n  w a s  g r e a t e r  t h a n  
t h e  f a l l  i n  s y n t h e s i s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  3. 1). T h i s  d r o p  in  s y n t h e s i s  
c o u l d  b e  c a u s e d  b y  a n  i n c r e a s e d  de_ n o v o  s ^ m t h e s i s  o f  u r i d i n e ,  a n  i n c r e a s e d  
r e u t i l i z a t i o n  of  t h e  p r o d u c t s  of R N A  d e g r a d a t i o n ,  o r  a  c o m b i n a t i o n  of  
t h e s e ,  b u t  i t  i s  m o s t  l i k e l y  to  b e  r e l a t e d  t o  a n  i n h i b i t i o n  of  h o s t  4 S .R N A  
s y n t h e s i s .
T h e  f a l l  in  m é t h y l a t i o n  r e l a t i v e  t o  s y n t h e s i s  of  " 4 S "  R N A  c o u l d  b e
1. a  f a l s e  i m p r e s s i o n  of  d e c r e a s e d  m é t h y l a t i o n  i n  tR N A  o r  2.  a  t r u e  f a l l  
i n  m é t h y l a t i o n  of t R N A .
1. I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  f a l l  i n  m é t h y l a t i o n  r e l a t i v e  to  s y n t h e s i s  of 
" 4 S "  R N A  i s  n o t  a s  g r e a t  a s  w a s  a p p a r e n t  f r o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  in  
a l l  s y s t e m s ,  a n d  e s p e c i a l l y  i n  t h e  " s e r u m - d e p l e t e d "  s y s t e m .  A n y  
a p p a r e n t  d e c r e a s e  i n  m é t h y l a t i o n  c o u l d  a r i s e  f r o m  t w o  s o u r c e s .  F i r s t l y ,  
a  d e c r e a s e  w o u l d  b e  m a g n i f i e d  b y  i n c o r p o r a t i o n  of m e t h y l  g r o u p s  f r o m  
n o n - r a d i o a c t i v e  m e t h i o n i n e  d e r i v e d ,  f o r  e x a m p l e ,  f r o m  t h e  b r e a k d o w n  of  
p r o t e i n ,  a l t h o u g h  t h i s  p o s s i b i l i t y  s e e m s  u n l i k e l y  f r o m  p r o t e i n  
m e t a b o l i s m  s t u d i e s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  1 . 7 ) .  S e c o n d l y ,  a  d e c r e a s e  i n  t h e  
e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  of n e w l y - s y n t h e s i z e d  R N A  w o u l d  a l s o  b e  m a g n i f i e d
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b y  t h e  p r e s e n c e  of  R N A  o t h e r  t h a n  t R N A  i n  t h e  4S f r a c t i o n  a f t e r  
i n f e c t i o n .  T r a n s f e r  R N A  i s  t h e  s p e c i e s  of R N A  w i t h  t h e  h i g h e s t  
m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  c o n t e n t ,  a n d  so  t h e  p r e s e n c e  of  a n y  o t h e r  s p e c i e s  
s u c h  a s  r R N A  o r  m R N A  ( h o s t  o r  v i r u s )  w h i c h  h a d  b e e n  s y n t h e s i z e d  a n d  
r a p i d l y  b r o k e n  d o w n  d u r i n g  t h e  p u l s e - t i m e  w o u l d  h a v e  d i l u t e d  o u t  t h e  
m é t h y l a t i o n .  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  s o m e  n e w  s p e c i e s  of  n o n -  
m e t h y l a t e d ,  o r  p o o r l y - m e t h y l a t e d  " 4 6 "  R N A  i s  s y n t h e s i z e d  in  i n f e c t e d  
c e l l s .  I t  h a s  b e e n  s h o w n ,  f o r  e x a m p l e ,  t h a t  a  l a r g e  a m o u n t  o f  5S R N A  
a p p e a r s  l a t e  i n  a d e n o v i r u s - 2 i n f e c t i o n  of K B  c e l l s  ( R e ic h ,  F o r g e t ,
W e i s s m a n  &: R o s e ,  1966)  a n d  t h e r e  i s  a n  a c c u m u l a t i o n  of  p r e c u r s o r  
t R N A  a n d  " 5 S "  R N A  i n  p s e u d o r a b i e s  v i r u s - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  
( S h e p h e r d ,  1 969) .  T h e s e ,  p e r h a p s  a lo n g  w i t h  o t h e r  s m a l l  R N A  
m o l e c u l e s  w h i c h  a r e  a l s o  l o w  in  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  c o n t e n t ,  m i g h t  
b e  s y n t h e s i z e d  i n  F IS V r- in fec te d  c e l l s .  F r a c t i o n a t i o n  of  t h e  R N A  
s y n t h e s i z e d  in  " s e r u m - d e p l e t e d "  c e l l s  a r o u n d  7 - 9  h o u r s  P .  I. , u s i n g  
a  s y s t e m  w h i c h  r e s o l v e s  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  s p e c i e s  w o u l d  be  
r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  of t h i s  R N A .  T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
v i r u s - c o d e d  R N A  i s  p r e s e n t  i n  t h i s  m a t e r i a l  w h i c h  d id  a p p e a r  t o  b e  
p a r t l y  s l i g h t l y  l a r g e r  t h a n  4S ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  3) w o u l d  r e q u i r e  s t u d i e s  
of  i t s  a b i l i t y  t o  a n n e a l  t o  H S V  D N A . U s e  of t h i s  t e c h n i q u e  s h o u l d ,  in  
f a c t ,  b e  m a d e  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n  to  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
a n y  v i r u s - c o d e d  R N A  i s  m e t h y l a t e d .
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2. T h a t  t h e r e  i s  a  t r u e  f a l l  i n  t h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  of  t R N A  i n  
t h e  l a t e r  s t a g e s  of H S V - i n f e c t i o n  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  a u t o r a d i o g r a p h i c  
a n a l y s i s  of  s o l u b l e  R N A  6 h o u r s  P .  I. ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  2 . 3 ) ,  T h e  
f a c t  t h a t  b a s e - m é t h y l a t i o n  w a s  i n h i b i t e d  i n  a  n o n - u n i f o r m  m a n n e r  s u g g e s t s  
d e c r e a s e d  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  a t  t h i s  s t a g e  of  t h e  g r o w t h  of t h e  v i r u s .  A s  
w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r ,  a l t e r e d  l e v e l s  a n d  p a t t e r n s  of tR N A  m é t h y l a t i o n  
c o u l d  a l l o w  H S V  t o  c o n t r o l  m e t a b o l i s m  i n  t h e  c e l l .
T h e s e  a l t e r a t i o n s  in  t h e  l e v e l s  o f  " t R N A "  m é t h y l a t i o n  c a n  b e  
c o r r e l a t e d  w i t h  v a r i a t i o n  i n  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s .
3 . 2 .  T r a n s f e r  R N A  M e t h y l a s e  i n  H S V - i n f e c t i o n
3 . 2 .  1. E a r l y  i n  i n f e c t i o n
I t  w a s  c l e a r  f r o m  a u t o r a d i o g r a p h i c  a n a l y s i s  o f  b o t h  t R N A  
m e t h y l a t e d  m  v i v o  i n  B H K 2 1 /  C13 c e l l s  a n d  E s c h . c o l i  tR N A  m e t h y l a t e d  
i n  v i t r o  b y  a n  e x t r a c t  f r o m  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  t h a t  s e v e r a l  t R N A  m e t h y l a s e s  
a r e  n o r m a l l y  p r e s e n t  i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s .  T h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  of 
s p o t s  on  t h e  a u t o r a d i o g r a m s  f r o m  t h e  tR N A  a s s a y  p r o d u c t s  a s  c o m p a r e d  
t o  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  B H K 2 1 / C 1 3  t R N A  m e t h y l a t e d  i n  v iv o  c o u l d  a r i s e  
f r o m  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  b e i n g  a b s e n t  o r  p r e s e n t  i n  E s  c h . c o l i  tR N A  
r e l a t i v e  t o  B H K 2 1 / C 1 3  t  R N A .  T h u s  d i f f e r e n t  d i n u c l e o t i d e s  ( N m p N )  
c o u l d  r e s u l t  f r o m  h y d r o l y s i s  of t h e  m e t h y l a t e d  t R N A .
T h e  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  c e l l s  f e l l  
a b o u t  5 - f o l d  w h e n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  in  " s e r u m - d e p l e t e d "
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m e d i u m  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  4 ,  3). T h i s  d e c r e a s e d  a c t i v i t y  a l l o w s  
d e t e c t i o n  of  a n y  s m a l l  e l e v a t i o n  of e n z y m e  a c t i v i t y  - c a u s e d ,  f o r  
e x a m p l e ,  b y  v i r u s  i n f e c t i o n  - w h i c h  w o u l d  p e r h a p s  n o t  b e  d e t e c t e d  in  
e x p o n e n t i a l l y " g r o w i n g  c e l l s .  T h u s ,  a t  a n  e a r l y  s t a g e  i n  H S V - i n f e c t i o n  
o f  " s e r u m - d e p l e t e d "  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  4 .  3) t h e r e  w a s  
a  s l i g h t  i n c r e a s e  in  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y ,  a s  m e a s u r e d  i n  v i t r o  i n  
t h e  10 5, 000 g s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  i n  i n f e c t e d  c e l l s  r e l a t i v e  t o  u n i n f e c t e d  
c e l l s  ( F i g u r e  23 ) .  T h i s  2 - f o l d  e l e v a t i o n  w a s  e v i d e n t  o n ly  a f t e r  3 - h o u r s  
i n f e c t i o n  o f  s e r u m - d e p l e t e d  c e l l s .  I t  i s  n o t  k n o w n  a t  p r e s e n t  w h e t h e r  o r  
n o t  h i g h e r  l e v e l s  a r e  r e a c h e d  s l i g h t l y  e a r l i e r  i n  i n f e c t i o n .
T h e  " m i x i n g "  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  ou t  in  b o t h  s y s t e m s  ( R e s u l t s ,  
S e c t i o n  4 .  3) s h o w e d  i n c o r p o r a t i o n  i n  e x c e s s  of t h a t  e x p e c t e d .  I t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  t h i s  i n c o r p o r a t i o n  c o u l d  h a v e  a r i s e n  f r o m  m é t h y l a t i o n  of 
h e t e r o l o g o u s  t R N A ,  a t  s i t e s  n o t  m e t h y l a t e d  b y  e n z y m e s  n o r m a l l y  p r e s e n t  
i n  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s ,  s u g g e s t i n g  a g a i n  t h a t ,  p e r h a p s ,  s o m e  tR N A  
m e t h y l a s e  a c t i v i t y  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  H S V - i n f e c t i o n  a t  an  e a r l y  s t a g e ,  
a n d  r e m a i n e d  a t  l e a s t  u n t i l  6 h o u r s  P .  I. I t  i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  t h i s  
n e w  a c t i v i t y  w a s  r e q u i r e d  t o  m e t h y l a t e  n e w  t R N A  o r  to  s u p e r  m e  t h y  l a t e  
p r e - e x i s t i n g  t R N A .
H o w e v e r  t h i s  m a y  b e ,  i t  w a s  c l e a r  t h a t  t h e r e  w a s  n o  m a j o r  
i n c r e a s e  o r  d e c r e a s e  i n  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  a t  e a r l y  t i m e s  a f t e r  
H S V  i n f e c t i o n .  T h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  a s  t o  w h e t h e r  t h e  s m a l l  i n c r e a s e
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i n  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  v i r u s - i n d u c e d  o r  v i r u s - c o d e d .
3 . 2 . 2 .  L a t e r  i n  i n f e c t i o n
T h e  i n c r e a s e  i n  t o t a l  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  a t  e a c h  s t a g e  
of  i n f e c t i o n  w a s  t r a n s i e n t ,  a n d  l e v e l s  h a d  r e t u r n e d  t o  t h o s e  of  u n i n f e c t e d  
c e l l s  in  " s e r u m - d e p l e t e d "  c u l t u r e s  b y  6 h o u r s  P .  I. B y  t h i s  t i m e  t o t a l  
t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  h a d  f a l l e n  b e l o w  t h a t  of  u n i n f e c t e d  e x p o n e n t i a l l y -  
g r o w i n g  c e l l s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  4 .  2. ). I t  i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r ,  (a) 
t h i s  i s  a  g e n e r a l  d e c r e a s e  i n  e n z y m e  a c t i v i t y  o r  w h e t h e r ,  (b) i t  i s  
r e s t r i c t e d  t o  t h e  m é t h y l a t i o n  of  o n ly  s o m e  b a s e s  o r  n u c l e o t i d e s .  
I n d i c a t i o n s  a r e  t h a t  t h e  l a t t e r  s i t u a t i o n  i s  m o r e  l i k e l y  t o  b e  t r u e  b e c a u s e ,  
( l ) ,  n o  s u g g e s t i o n  o f  an  i n h i b i t o r  w a s  o b t a i n e d  f r o m  " m i x i n g "  e x p e r i m e n t s  
( R e s u l t s ,  S e c t i o n  4 .  3), (2), s l i g h t  d i f f e r e n c e s  in  t h e  n u c l e o t i d e s  
m e t h y l a t e d  in  v i v o  w e r e  i n d i c a t e d  f r o m  a u t o r a d i o g r a p h i c  s t u d i e s  ( R e s u l t s ,  
S e c t i o n  2), a n d  (3), i n c l u s i o n  of  c y c l o h e x i m i d e  in  t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m  
o f  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  c e l l s  f o r  9 h o u r s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  t R N A  
m e t h y l a s e s  w e r e  r e l a t i v e l y  s t a b l e .
F r o m  t h e s e  f i n d i n g s ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  
( w h e t h e r  o r  n o t  i t  w a s  v i r u s - i n d u c e d  o r  v i r u s - c o d e d )  c o n t i n u e d  t o  b e  
p r e s e n t  i n  H S V - c e l l s ,  a t  l e a s t  u p  t o  6 h o u r s  P . l .
3 , 3 .  C o n c l u s i o n s  on  T r a n s f e r  R N A  M é t h y l a t i o n  in  H S V  - i n f e c t i o n  
T h e  g e n e r a l  f i n d i n g s  on  R N A  s y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  
i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  w a s  a n  i n i t i a l  s l i g h t  i n c r e a s e  f o l l o w e d  b y  a  s i g n i f i c a n t
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d e c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  m é t h y l a t i o n  of n e w l y  s y n t h e s i z e d  4S R N A ,  
w i t h  c o n c o m i t a n t  s l i g h t  a l t e r a t i o n s  i n  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  
B H K 2 1 /  C13 c e l l s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  HSV .  A t  l e a s t  p a r t  of  t h e  
d e c r e a s e d  m é t h y l a t i o n  o f  t h e  R N A  w a s  c a u s e d  b y  s y n t h e s i s  of  R N A  
( p e r h a p s  of n e w  s p e c i e s )  w h i c h  w a s  d e f i c i e n t  i n  m e t h y l  g r o u p s  a n d  w h i c h  
m a y  o r  m a y  n o t  b e  t R N A .
W h a t  s i g n i f i c a n c e  t h e s e  f i n d i n g s  h a v e  to  H SV i n f e c t i o n  i s  d i f f i c u l t  
t o  a s s e s s ,  b u t  i t  i s  l i k e l y  t o  b e  l i n k e d  to  t h e  s u g g e s t e d  r o l e  of m é t h y l a t i o n  
of  tR N A  i n  c o n t r o l  of  p r o t e i n  m e t a b o l i s m .
3 . 4 .  R o l e  of M é t h y l a t i o n  of  T r a n s f e r  R N A
M u c h  of t h e  i n t e r e s t  i n  t R N A  i s  l i n k e d  t o  i t s  p o s s i b l e  r o l e  i n
c e l l u l a r  m e t a b o l i c  r e g u l a t i o n .  B e c a u s e  of i t s  " l i n k i n g "  r o l e  i n  p r o t e i n
m e t a b o l i s m  ( F i g u r e  4) , c o n t r o l  of t h e  f o r m  a n d  a b u n d a n c e  of t h i s  R N A  
s p e c i e s  w i l l  b e  i m p o r t a n t  t o  t h e  e c o n o m y  of t h e  c e l l .  T h e o r i e s  h a v e  
b e e n  p r o p o s e d  w h i c h  s u g g e s t  t h a t  c o n t r o l  of p r o t e i n  s y n t h e s i s  c o u l d  b e  
m e d i a t e d  b y  tR N A ,  i n c l u d i n g  t h e  " m o d u l a t i o n "  h y p o t h e s i s  ( A m e s  &
H a r t m a n ,  1963) ,  t h e  " a b u n d a n c e "  h y p o t h e s i s  ( Y a m a n e ,  1965;  A n d e r s o n ,  
1969) ,  t h e  " c o n t r o l  b y  s y n t h e s i s "  h y p o t h e s i s  ( S u b a k - S h a r p e  & H a y ,  1965) 
a n d  t h e  " a d a p t o r  m o d i f i c a t i o n "  h y p o t h e s i s  ( S u e o k a  & K a n a - S u e o k a ,  1 964).
It  i s  t o  t h i s  l a s t  t h e o r y  t h a t  m é t h y l a t i o n  of  tR N A  i s  r e l e v a n t ,  a n d  d i s c u s s i o n  
w i l l  t h e r e f o r e  b e  c o n f i n e d  t o  i t .
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T h a t  d i f f e r e n t  a s p e c t s  of t R N A  f u n c t i o n  a r e  s t r u c t u r e  - d e p e n d e n t  
h a s  b e e n  s h o w n  b y  a  v a r i e t y  of m e t h o d s  ( G a r t l a n d  & Sue oka ,  1966;  
L i n d a h l ,  A d a m s ,  G e r o c h  & F r e s c o ,  196 7; Y e g i a n  & S te n t ,  1969;
M u e n c h ,  196 9; M e h l e r ,  1 970),  a n d  t R N A  f u n c t i o n  c a n  b e  l o s t  b y  t h e  
a l t e r a t i o n  of  a  s i n g l e  b a s e ,  e .  g. p s e u d o u r i d i n e  ( S i d d i q u i , K r a u s k o p f  & 
O f e n g a n d ,  1970) .
I t  i s  l i k e l y  t h a t  m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e s  p l a y  i m p o r t a n t  r o l e s  i n  
t h e  m a i n t e n a n c e  of  t h e  s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y  of t R N A  m o l e c u l e s ,  e . g .  b y  
a l t e r a t i o n  o f  t h e  a f f i n i t y  o f  o n e  b a s e  f o r  a n o t h e r  ( P i l l i n g e r ,  H a y  & B o r e k ,
196 9 ) .
T h e r e  a r e  c o n f l i c t i n g  r e p o r t s  c o n c e r n i n g  r e a c t i v i t y  in  a c y l a t i o n  
o f  m e t h y l - d e f i c i e n t  t R N A  m o l e c u l e s  r e l a t i v e  t o  f u l l y  m e t h y l a t e d  tR N A .  
R e d u c e d  a b i l i t y  t o  a c c e p t  a m i n o  a c i d s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( P e t e r k o f s k y ,  
1964 ;  S h u g a r t ,  C h a s t a i n ,  N o v e l l i  & S t u l b e r g ,  1968) ,  b u t  u n a l t e r e d  
e f f i c i e n c y  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d ( P e t e r k o f s k y ,  J e s e n s k y ,  B a n k  & M e h l e r ,
1 9 6 4 ;  B o r  e k  & S r  i n i  v a s  an ,  1 966), a n d  u n a l t e r e d  o r  s l i g h t l y  i n c r e a s e d  
a b i l i t y  o f  p h e n y l a n i n e  t R N A  h a s  r e c e n t l y  b e e n  r e p o r t e d  ( B i e z u n s k i ,
G iv e  on & L i t t a u e r ,  1 970) .  C l e a r l y ,  f u r t h e r  w o r k  u s i n g  p u r i f i e d  t R N A s  
i s  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e  o f  m e t h y l  g r o u p s  of  tR N A  i n  
a m i n o  a c y l a t i o n .
A  d o u b l e  r o l e  f o r  t h e  m e t h y l  g r o u p s  of  t R N A  i s  m a d e  p o s s i b l e  
b y  t h e i r  p r e s e n c e  in  t h e  a n t i c o d o n  i t s e l f  ( M a t t h e w s ,  1963) a n d  e l s e w h e r e
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i n  t h e  a n t i c o d o n  l o o p .  A l t e r e d  b i n d i n g  e f f i c i e n c y  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  
f o r  p h e n y l a l a n i n e  t R N A  a n d  l e u c i n e  t R N A  f r o m  E s c h .  c o l i  ( C a p r a  & 
P e t e r k o f s k y ,  1966 ,  1968 ;  S t e r n ,  G o n a n o ,  F l e i s s n e r  & L i t t a u e r ,  1970) .  
T h e  a l t e r e d  p r o p e r t i e s  a r e  p r o b a b l y  c a u s e d  b y  t h e  a b s e n c e  of t h e  
l a r g e  h y d r o p h o b i c  m e t h y l  g r o u p s  in  o r  n e a r  t h e  a n t i c o d o n .
M é t h y l a t i o n  i n  t h e  2 ' - O H  p o s i t i o n  of  t h e  r i b  o s e  m o i e t y  e n h a n c e r -  
o r d e r e d  s t r u c t u r e s  ( B o b s t ,  C e r u t t i  & R o t t m a r m ,  196 9) a n d  s o  m a y  p l a y  
a  r o l e  in  t h e  f u n c t i o n  o f  t R N A .
A l t h o u g h  a t  p r e s e n t  t h e  s i t u a t i o n  i s  f a r  f r o m  c l e a r ,  i t  i s  p r o b a b l e  
t h a t  d e p e n d i n g  on  t h e i r  n a t u r e  a n d  p o s i t i o n  in  tR N A ,  m e t h y l  g r o u p s  w i l l  
b e  f o u n d  t o  d i f f e r  i n  t h e i r  r o l e  f r o m  o ne  s p e c i e s  o f  t R N A  t o  a n o t h e r ,  a n d  
t h a t  i n  e a c h  c a s e  t h e y  w i l l  c a u s e  s u b t l e  m o d i f i c a t i o n s  of  one  o r  a n o t h e r  
o f  t h e  f u n c t i o n s  o f  t R N A  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  (a) a m i n o a c y l a t i o n  (b) 
e f f i c i e n c y  of  b i n d i n g  t o  r i b o s o m e s ,  o r  (c) a l t e r a t i o n s  i n  c o d in g  r e s p o n s e .  
F r o m  t h i s ,  i t  c a n  b e  s e e n  h o w  r e g u l a t i o n  of  p r o t e i n  s y n t h e s i s  c o u l d  b e  
p a r t l y  c o n t r o l l e d  b y  m o d i f y i n g  s p e c i f i c  t R N A  m o l e c u l e s ,  t h u s  a l t e r i n g  
t h e  t r a n s l a t i o n  o f  g e n e s .  S u p p o r t  f o r  t h i s  t h e o r y  c o m e s  f r o m  (a) t h e  
r e p o r t e d  d i s t r i b u t i o n  of  c y t o k i n i n s  ( w h ic h  a r e  g r o w t h - p r o m o t i n g  i n  p l a n t s )  
i n  t R N A  s p e c i e s  ( A r m s t r o n g ,  B u r r o w s ,  S k oog ,  R o y  &: Soi l ,  1969 ,  (b) b y  
a l t e r e d  t R N A  a n d  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  in  t u m o u r s  a s  c o m p a r e d  t o  
n o r m a l  t i s s u e  ( W e i n s t e i n ,  1968;  B a l i g a ,  B o r  ek ,  W e i n s t e i n  & S t r i n i v a s a n ,  
1969) ,  (c) b y  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  tR N A  p o p u l a t i o n s  a n d  t R N A  m e t h y l a s e s
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i n  d i f f e r e n t i a t i n g  a s  c o m p a r e d  t o  n o n - d i f f e r e n t i a t i n g  t i s s u e  ( Z e i k u s ,  
T a y l o r  & B u c k ,  196 9; B a l i g a ,  S r  i n i  v a s  a n  & B o r e k ,  1965;  S i m o n ,
G l a s k y  & R e j a l ,  1967 ;  H a n c o c k ,  M c F a r l a n d  h  F o x ,  196 7) a n d  (d) b y  
t h e  c a r c i n o g e n i c  e f f e c t  o f  s o m e  a l k y l a t i n g  a g e n t s  w h i c h  r e s u l t  i n  
m é t h y l a t i o n  of  D N A  a n d  R N A  ( L a w l e y  & B r o o k e s ,  1 963).
3 , 5 .  T r a n s f e r  R N A  M é t h y l a t i o n  a n d  V i r u s  I n f e c t i o n
T h e r e  a r e  s e v e r a l  r e p o r t s  of t h e  a p p e a r a n c e  of  n e w  tR N A  
s p e c i e s ,  o f  a l t e r e d  t R N A  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s ,  a n d  of  a l t e r e d  t R N A  
m e t h y l a s e  a c t i v i t i e s  in  h o s t  c e l l s  a f t e r  v i r u s  i n f e c t i o n ,  a s ,  f o r  e x a m p l e ,  
i n  E s c h .  c o l i  i n f e c t e d  b y  i t s  b a c t e r i o p h a g e s  ( I n t r o d u c t i o n ,  S e c t i o n  7. 9). 
P h a g e s  T2 a n d  T 4  g r e a t l y  s t i m u l a t e  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  e a r l y  i n  
i n f e c t i o n ,  w h i l s t  k p h a g e  f i r s t  i n h i b i t s ,  a n d  t h e n  r e m o v e s  t h e  i n h i b i t i o n  of 
t R N A  m e t h y l a s e s  l a t e r  i n  i n f e c t i o n .  On t h e  o t h e r  h a n d  b a c t e r i o p h a g e  T3 
i n h i b i t s  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  b y  i n d u c i n g  a n  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  
c l e a v a g e  e n z y m e .  I t  i s  c l e a r  f r o m  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  
t h a t  H S V  d o e s  n o t  r e s e m b l e  a n y  of  t h e s e  v i r u s e s  s i n c e  (a) a n y  i n c r e a s e d  
t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  of i n f e c t i o n  w a s  v e r y  s l i g h t  
i n  c o m p a r i s o n  t o  t h a t  a f t e r  T 2 - a n d  T 4 -* in fe c t io n  of  E s c h , c o l i , (b) n o  
i n h i b i t o r  o f  t R N A  m e t h y l a s e  c o u l d  b e  d e t e c t e d ,  y e t  a  d i a l y z a b l e  i n h i b i t o r  
w a s  f o u n d  i n  E s c h . c o l i  a f t e r  k p h a g e - i n f e c t i o n ,  (c) n o  S - a d e n o s y l ­
m e t h i o n i n e  c l e a v a g e  a c t i v i t y  c o u l d  be  d e t e c t e d  a f t e r  H SV - i n f e c t i o n  
( R e s u l t s ,  S e c t i o n  8).
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A l t e r a t i o n s  in  t lie  t R N A  p o p u l a t i o n  a n d  i n  tR N A  m e t h y l a t i n g  
a c t i v i t y  a l s o  o c c u r  a f t e r  v i r u s  i n f e c t i o n  of h i g h e r  o r g a n i s m s .  F o r  
e x a m p l e ,  a v i a n  R N A - c o n t a i n i n g  t u m o u r  v i r u s e s  m a y  c o n t a i n  4S R N A  
s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  h o s t  c e l l  ( E r i k s o n ,  1969) ,  m a y  g iv e  r i s e  t o  
q u a n t i t a t i v e  a n d  q u a l i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  tR N A  p o p u l a t i o n  i n  t h e  
i n f e c t e d  c e l l  ( T r a v n i c e k  & R i m a n ,  1970)  o r  m a y  i n d u c e  n e w  t R N A  
m e t h y l a s e s  ( H a c k e r  & M a n d e l ,  1969) .  T h u s  i t  s e e m s  t h a t  a v i a n  t u m o u r  
v i r u s e s  b e h a v e  s i m i l a r l y  t o  t h e  a n i m a l  t u m o u r  v i r u s e s  ( i n t r o d u c t i o n ,
S e c t i o n  7) i n  t h a t  t h e y  a r e  a b l e  t o  i n d u c e  n e w  t R N A  m e t h y l a s e  e n z y m e s  
w i t h i n  t h e  c e l l s  of t u m o u r s  w h i c h  t h e y  i n d u c e .  T h u s  t h e y  e l i c i t  a 
m o d i f i e d  p a t t e r n  of m é t h y l a t i o n  i n  tR N A ,  e i t h e r  t o  c o p e  w i t h  t h e  s y n t h e s i s  
o f  n e w  t R N A  s p e c i e s  o r  t o  c h a n g e  t h e  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n  of p r e - e x i s t i n g  
h o s t  t R N A .  T h e  a b i l i t y  t o  i n d u c e  a t  l e a s t  one  tR N A  m e t h y l a s e  i s  l i k e l y  
t o  b e  s h a r e d  b y  t h e  n o n - o n c o g e n i c  v i r u s ,  p o l i o - v i r u s ,  t o  c a t a l y z e  t h e  
f o r m a t i o n  of  6 - m e t h y l a d e n i n e  w h i c h  i s  a b s e n t  i n  h o s t  t R N A  b e f o r e  i n f e c t i o n  
b u t  i s  p r e s e n t  a f t e r  i n f e c t i o n  ( G r a d o ,  F r i e d l e n d e r ,  I h l  & C o n t r e r a s ,  1968) .
A g a i n  i t  c a n  b e  s a i d  t h a t  H S V  d o e s  n o t  r e s e m b l e  a n y  of  t h e s e  v i r u s e s  
in  t h e  e f f e c t  i t  h a s  o n  t h e  t R N A  p o p u l a t i o n  a n d  on  t R N A  m e t h y l a s e s .  
P e r h a p s ,  t h o u g h ,  i t  i s  t o  b e  e x p e c t e d  t h a t  a  D N A - c o n t a i n i n g  n o n - o n c o g e n i c  
v i r u s  s h o u l d  b e h a v e  d i f f e r e n t l y  f r o m  t h i s  R N A  v i r u s  a n d  f r o m  o n c o g e n i c  
v i r u s e s .  A n  i n i t i a l  e n h a n c e m e n t  f o l l o w e d  b y  a  s t e a d y  d e c l i n e  i n  4S R N A  
m é t h y l a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  c a s e  of  F M D V  ( A s c i o n e  &: V a n d e
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W o u d e ,  196 9) b u t  t h e s e  c h a n g e s  h a v e  n o t  b e e n  c o r r e l a t e d  w i t h  a l t e r a t i o n s  
i n  t R N A  m e t h y l a s e s .  T h u s  H S V  a n d  F M D V  c a n n o t  y e t  b e  c o m p a r e d .
4 .  R I B Q S O M A D  R N A
4.  1. F u n c t i o n  o f  M é t h y l a t i o n  i n  R i b o s o m a l  R N A
A s  a l r e a d y  d e s c r i b e d  ( i n t r o d u c t i o n ,  S e c t i o n  5. 2) m é t h y l a t i o n  
of  r i b o s o m a l  R N A  a p p e a r s  t o  b e  i n v o l v e d  in  t h e  m a t u r a t i o n  of  t h i s  
m o l e c u l e ,  a s  m e t h y l  g r o u p s  a r e  c o n s e r v e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  18S a n d  
2 8S f r o m  4 5 S  R N A  a n d  la.ck of  m é t h y l a t i o n  i n h i b i t s  r i b o s o m e  f o r m a t i o n .  
V e r y  l i t t l e  f u r t h e r  m é t h y l a t i o n  c a n  t a k e  p l a c e  a f t e r  t h e  f o r m a t i o n  of  t h e s e  
r R N A  m o l e c u l e s .
M e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e s  m a y  h a v e  tw o  f u n c t i o n s  in  r i b o s o m e s ,  t h e  
f i r s t  b e i n g  a s t r u c t u r a l  r o l e ,  a n d  t h e  s e c o n d  b e i n g  i n v o l v e d  i n  t h e  b i n d i n g  
of  t R N A  a n d  m R N A  t o  t h e  r i b o s o m e s .  T h i s  l a t t e r  r o l e  w a s  s u g g e s t e d  
f r o m  w o r k  o n  p h e n y l a l a n y l - t R N A  i n  F s c h .  c o l i (K a j i  & N a k a d a ,  1967),  
a l t h o u g h  f u l l y  m e t h y l a t e d  R N A  i s  n o t  t h e  o n ly  r e q u i r e m e n t  i n  b i n d i n g  
( T r a u b ,  H o s o k a w a ,  C r a v e n  & N o m u r a ,  1967) .
4 . 2 ,  R i b o s o m a l  R N A  a n d  V i r u s  I n f e c t i o n
I n h i b i t i o n  o f  r R N A  m é t h y l a t i o n  i s  w i d e s p r e a d  a f t e r  v i r u s  
i n f e c t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  a f t e r  T4  p h a g e  i n f e c t i o n  r i b o s o m a l  R N A  
m é t h y l a t i o n  w a s  g r e a t l y  r e d u c e d  ( B o e z i ,  A r m s t r o n g  & D e B a c k e r ,  1967), 
a n d  r R N A  m é t h y l a t i o n  i s  i n h i b i t e d  m o r e  r a p i d l y  t h a n  s y n t h e s i s  a f t e r  
F M D V - i n f e c t i o n  ( A s c i o n e  & V a n d e - W o u d e ,  1969) .
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4 . 3 ,  R i b o s o m a l  R N A  a n d  H S V - i n f e c t i o n
In  t h e  p r e s e n t  s t u d y  r a p i d  i n h i b i t i o n  of s y n t h e s i s  o f  r R N A  
w a s  n o t e d ,  t h i s  b e i n g  g r e a t e r  a n d  m o r e  r a p i d  w h e n  a m u l t i p l i c i t y  of 
i n f e c t i o n  of  50 P .  F .  U. / c e l l  w a s  u s e d  t h a n  w h e n  10 P .  F .  XJ. /  c e l l  w a s  
u s e d  f o r  i n f e c t i o n ,  a s  i t  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  o b s e r v e d  ( W a g n e r  & 
R o i z m a n ,  196 9). N o  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  i n  t h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  
of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  r R N A  w a s  d e t e c t e d  in  e i t h e r  e x p o n e n t i a l l y r g r o w i n g  
o r  " s e r u m - d e p l e t e d "  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  HSV. T h i s  i s ,  
p e r h a p s ,  to  b e  e x p e c t e d ,  a s  rRNA. s y n t h e s i z i n g  a n d  m e t h y l a t i n g  e n z y m e s  
a r e  l o c a t e d  in  t h e  n u c l e o l u s  ( G r e e n b e r g  & P e n m a n ,  1966) ,  a n d  t h i s  
o r g a n e l l e  i s  d e g r a d e d  b y  H SV  ( S c h w a r t z  & R o i z m a n ,  1969) .
H o w e v e r ,  s o m e  s y n t h e s i s  o f  " n e w "  R N A  s p e c i e s  m i g r a t i n g  i n  t h e  
10 “ 20S r e g i o n  o f  a g a r o s e  g e l s  w a s  i n d i c a t e d ,  e s p e c i a l l y  w h e n  H S V  w a s  
g r o w n  i n  " s e r u m - d e p l e t e d "  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  3 . 2 ) .
T h e  t i m e  of  s y n t h e s i s  of  t h i s  m a t e r i a l  ( 3 - 7  h o u r s  P .  I. ) s u p p o r t s  t h e  
p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  m a y  b e  v i r u s - c o d e d  m R N A  a s  d e t e c t e d  p r e v i o u s l y  
(Hay ,  K o t e l e s ,  K e i r  & S u b a k - S h a r p e ,  1966) .  T h e s e  s p e c i e s  c o n t a i n  a  
n e g l i g i b l e  l e v e l  o f  m é t h y l a t i o n ,  w h i c h  i s  a l s o  a  f e a t u r e  of  m R N A .  F r o m  
t h e  v a s t  i n h i b i t i o n  of s y n t h e s i s  of  R N A  in  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  c e l l s  
( R e s u l t s ,  S e c t i o n  3 , 1 )  i t  s e e m s  u n l i k e l y  t h a t  t h i s  m a t e r i a l  i s  h o s t  r R N A .  
T h e  t r u e  n a t u r e  o f  t h i s  R N A  h a s  y e t  t o  b e  d e t e r m i n e d .
1 3 4 .
5 .  D N A  '
5 . 1 .  H o s t  C e l l  D N A
M a m m a l i a n  D N A  i s  m e t h y l a t e d  t o  a n  e x t e n t  of a b o u t  1 m o le %  
n u c l e o t i d e .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  1 . 6 . 3  a n d  D i s c u s s i o n ,  
S e c t i o n  2.  2 .  1) t h a t  t h i s  l e v e l  of m é t h y l a t i o n  i n  t h e  D N A  of B H K 2 1 /  C 13 
c e l l s  c a n  b e  m e a s u r e d  b y  r e l a t i n g  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  m e t h y l  g r o u p s  
f r o m  m e t h i o n i n e  t o  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of a  DN A p r e c u r s o r .
5. 2. I n h i b i t i o n  o f  H o s t  C e l l  D N A  M é t h y l a t i o n  b y  HSV.
T h e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  a s  w e l l  a s  t h a t  of s y n t h e s i s  of 
D N A  h a s  b e e n  s h o w n  to  b e  i n h i b i t e d  in  B H K 2 1 /  0 1 3  c e l l s  a f t e r  i n f e c t i o n  
w i t h  H S V  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  5 . 2 ) .  T h i s  i n h i b i t i o n  w a s  p r o g r e s s i v e  w i t h  
i n f e c t i o n ,  b e i n g  m u c h  g r e a t e r  a f t e r  9 h o u r s  t h a n  a f t e r  5 h o u r s ,  s u g g e s t i n g  
t h a t  n o t  a l l  of  t h e  c e l l s  w e r e  i n i t i a l l y  i n f e c t e d ,  w i t h  t h e  r e s u l t  t h a t  s o m e  
c e l l s  c o n t i n u e d  t o  s y n t h e s i z e  a n d  m e  t h y  l a t e  D N A  n o r m a l l y  f o r  s o m e  
t i m e .  M u c h  of  t h e  f a l l  i n  m é t h y l a t i o n  w a s  c a u s e d  b y  t h e  s y n t h e s i s  of 
v i r a l  D N A . B u t ,  w h e n  h o s t  c e l l  D N A  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  v i r a l  DNA, 
c a l c u l a t i o n  s t i l l  s h o w e d  t h a t  t h e  l e v e l  of  m é t h y l a t i o n  of  h o s t  D N A  i t s e l f  
w a s  d e c r e a s e d  a f t e r  i n f e c t i o n ,  i m p l i c a t i n g  i n l i i b i t i o n  of h o s t  D N A  
m é t h y l a t i o n  i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  of  v i r u s  i n f e c t i o n .  T h e  i n v o l v e m e n t  of  
a n  i n h i b i t o r  of D N A  m é t h y l a t i o n  w a s  i n d i c a t e d ,  a n d  t h i s  s u g g e s t i o n  w a s  
s u p p o r t e d  b y  t h e  i n h i b i t i o n  of  r a t  s p l e e n  DN A  m e t h y l a s e  b y  t h e  c y t o p l a s m i c  
f r a c t i o n  f r o m  H S V - i n f  a c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  7 . 3 ) ,
1 3 5 .
H o w e v e r ,  a t  p r e s e n t ,  t h e  p o s s i b i l i t y  c a n n o t  b e  r u l e d  out  t h a t  t h e  
a p p a r e n t  i n h i b i t i o n  of t h e  r a t  s p l e e n  e n z y m e  w a s  c a u s e d  b y  d e g r a d a t i o n  
of  s u b s t r a t e  DN A  b y  t h e  a c t i o n  of D N a s e ,  w h o s e  a c t i v i t y  i s  i n c r e a s e d  
in  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  H S V  ( K e i r  & Gold ,  1963;  R u s s e l l  nt , 1964) .  
H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h i s  e x p l a n a t i o n  m i g h t  b e  t r u e  f o r  in  v i t r o  m e a s u r e m e n t  
of  m é t h y l a t i o n ,  i t  i s  u n l i k e l y  t o  h o l d  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  of h o s t  DNA 
m é t h y l a t i o n  m  v i v o .
I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  i n h i b i t i o n  w a s  n o t  d i r e c t e d  t o w a r d s  
S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  9), n o r  w a s  
t h e r e  c l e a v a g e  of S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  i n  i n f e c t e d  c e l l s  ( R e s u l t s ,
S e c t i o n  8). T h e s e  f i n d i n g s  w e r e  s u p p o r t e d  b y  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  
t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  4 a n d  a b o v e ) .  N e v e r t h e l e s s ,  
i t  c a n n o t  b e  s t a t e d  d e c i s i v e l y  a t  t h i s  s t a g e  w h e t h e r  th e  i n h i b i t o r  a c t s  
p r e f e r e n t i a l l y  on  DNA m e t h y l a s e ,  o r  w h e t h e r  i t  a c t s  on  a l l  n u c l e i c  a c i d  
m e t h y l a s e s ,  i n h i b i t i o n  o c c u r r i n g  o n ly  a t  l a t e r  s t a g e s  of v i r u s  g r o w t h .  
C o n s i d e r a t i o n  of " m i x i n g "  e x p e r i m e n t s  w i t h  tR N A  m e t h y l a s e  ( R e s u l t s ,  
S e c t i o n  4 . 3 ) ,  w h i c h ,  e v e n  a t  l a t e r  s t a g e s  in  v i r u s  g r o w t h  s h o w e d  n o  
i n h i b i t i o n  of  t R N A  m e t h y l a s e ,  a n d  of  t h e  n e g l i g i b l e  e x t e n t  of m é t h y l a t i o n  
of  H S V  DN A  s u p p o r t s  t h e  f o r m e r  p o s s i b i l i t y .  A s  a l r e a d y  d i s c u s s e d ,  i t  
i s  n o t  p o s s i b l e  a t  t h i s  t i m e  t o  a s s a y  d i r e c t l y  f o r  a n  i n h i b i t o r  of  
B H K 2 1 / C 1 3  DNA m e t h y l a s e .
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5 . 2 . 1 .  S o u r c e  of  i n h i b i t o r
T h e r e  a r e  s e v e r a l  p o s s i b l e  s o u r c e s  of a n  i n h i b i t o r  of 
D N A  m e t h y l a s e  i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s .  F o r  e x a m p l e ,  (a) in  t h e  
v i r a l  e n v e l o p e ,  (b) i n  t h e  v i r a l  c o a t  p r o t e i n ,  (c) a. c o m p o n e n t  of t h e  
n u c l e o c a p s i d  o r  (d) a  m o l e c u l e  i n d u c e d  b y  th e  v i r u s  s o o n  a f t e r  i n f e c t i o n  
of  t h e  c e l l .  T h a t  i n h i b i t i o n  of r a t  s p l e e n  DNA m e t h y l a s e  w a s  d e t e c t e d  
b y  t h e  i n c l u s i o n  of  a  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  d o e s  n o t  
d i s q u a l i f y  a n y  of  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s .  A l t h o u g h  s u c h  a n  i n h i b i t o r  w o u l d  
b e  e x p e c t e d  t o  a c t  in  t h e  n u c l e u s ,  i t  n e e d  n o t  o r i g i n a t e  o r  b e  c o n c e n t r a t e d  
t h e r e .  A l s o ,  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  of t h e  c e l l  f r a c t i o n s ,  h y p o t o n i c  b u f f e r  
w a s  u s e d  t o  d i s r u p t  t h e  c e l l s ,  a n d  t h i s  m a y  h a v e  a l l o w e d  d i f f u s i o n  of  a 
s o l u b l e  s u b s t a n c e  f r o m  t h e  n u c l e u s  i n t o  t h e  c y t o p l a s m .  In  a n y  c a s e ,  
a c t i v i t y  of  t r a c e s  of  i n h i b i t o r  in  t h e  n u c l e u s  w o u l d  h a v e  b e e n  m a s k e d  b y  
m é t h y l a t i o n  o f  t h e  D N A  a d d e d  i n  t h i s  f r a c t i o n  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  7. 3).
L a c k  of  d e t e c t i o n  o f  i n h i b i t i o n  of  E s  ch .  c o l i  DNA m e t h y l a s e  in  w h i c h  a 
t o t a l  c e l l  h o m o g e n a t e  w a s  u s e d  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  7. 2) c o u l d  a l s o  be  
e x p l a i n e d  b y  t h i s  t y p e  of p h e n o m e n o n  o r  b y  t h e  i n h i b i t o r ' s  s p e c i f i c i t y  f o r  
a  m a m m a l i a n  DN A  m e t h y l a s e .  M e a s u r e m e n t  of  t h e  i n h i b i t o r y  a c t i o n  of 
H S V - i n f e c t e d  c e l l  f r a c t i o n s  p r e p a r e d  b y  d i f f e r e n t  m e t h o d s ,  a n d  of  p u r i f i e d  
v i r i o n s  a n d /  o r  v i r a l  c o n s t i t u e n t s  m i g h t  h e l p  to  l o c a t e  t h e  DN A m e t h y l a s e  
i n h i b i t o r .
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A n o t h e r  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  of m é t h y l a t i o n  of 
h o s t  DN A i n  H S V - i n f e c t e d  c e l l s  i s  t h a t  t h e  v i r u s  i t s e l f  o r  a  v i r u s - i n d u c e d  
s u b s t a n c e  c a n c e l s  o u t  t h e  a c t i o n  of a n  a c t i v a t o r  of DNA m e t h y l a s e .  I t  
h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t w o  f a c t o r s ,  a n  a c t i v a t o r  a n d  an  i n h i b i t o r ,  a r e  
i n v o l v e d  in  t h e  r e g u l a t i o n  of l e v e l s  of DNA m é t h y l a t i o n  in  E s  c h .  c o l i  
( F a l a s c h i  &: K o r n b e r g ,  1965) ,  t h e  i n h i b i t o r  b e i n g  a l i p o p o l y s a c h a r i d e  
of  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l .  T h e  p r e s e n c e  of  a n  i n h i b i t o r  of DNA 
m e t h y l a s e  in  t h e  m e m b r a n o u s  f r a c t i o n  of  r a t  h e p a t o m a  n u c l e i  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  ( D a t t a  & D a t t a ,  1969) .
5 . 3 .  H S V  DNA
It  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  t h e r e  w a s  n e g l i g i b l e  i n c o r p o r a t i o n  of 
l a b e l  i n to  H S V  DN A  w h e n  t h i s  v i r u s  w a s  g r o w n  in  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n  
t h e  p r e s e n c e  of f m e t h y l  r- ^H  1 - E - m e t h i o n i n e ,  a n d  t h i s  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e r e  w a s  l e s s  t h a n  one  m e t h y l  g r o u p  p e r  v i r u s  p a r t i c l e  ( R e s u l t s ,
S e c t i o n  6).  H o w e v e r ,  d e s p i t e  t h e  lo w  i n c o r p o r a t i o n  of  m e t h y l  g r o u p s ,  
i t  w a s  c l e a r  t h a t  i n  e a c h  c a s e  a  s m a l l  n u m b e r  of c o u n t s  d id  a p p e a r  t o  
b e  a s s o c i a t e d  w i t h  v i r a l  D N A , a n d  w h e n  t h e  v i r u s  w a s  g r o w n  i n  b o t h  7% 
a n d  20% n o r m a l  m e t h i o n i n e  c o n c e n t r a t i o n ,  t h i s  s m a l l  a m o u n t  o f  v i r a l  
D N A - a s s o c i a t e d  r a d i o a c t i v i t y  o c c u r r e d  on t h e  l i g h t e r  s i d e  of  t h e  v i r a l  
D N A  b a n d .  T h i s  m a t e r i a l  c o u l d  h a v e  tw o  o r i g i n s  - (a) i f  H S V  D N A  w e r e  
s l i g h t l y  h e t e r o g e n e o u s ,  a n d  a l l o w e d  i n c o r p o r a t i o n  i n to  m a t e r i a l  of  
h i g h e r  A -1 T b a s e  c o n t e n t ,  o r  (b) a  s m a l l  p i e c e  of h o s t  DNA w i t h  h i g h
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G + C b a s e  c o n t e n t  c o n s i s t e n t l y  b a n d i n g  i n  t h i s  r e g i o n .  W i th  r e s p e c t  
t o  t h e  f i r s t  p o s s i b i l i t y ,  t h e r e  a r e  n o  k n o w n  r e p o r t s  o f  h e t e r o g e n e i t y  of 
H SV  DNA, b u t  t h e r e  i s  t h e  p o s s i b i l i t y  of s o m e  i n c o r p o r a t i o n  i n to  t h e  
D N A  in  t h e  f o r m  of  t h y m i d i n e .  S y n t h e s i s  a n d  m é t h y l a t i o n  of  B H K g l / C  13 
c e l l  DNA i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  of i n f e c t i o n  w o u l d  h a v e  l e d  t o  t h e  f o r m a t i o n  
o f  s o m e  l a b e l l e d  t h y m i d i n e  ( R e s u l t s ,  S e c t i o n  5. 1). S u b s e q u e n t  b r e a k ­
d o w n  of t h i s  DNA a n d  r e u t i l i z a t i o n  of i t s  c o n s t i t u e n t s  b y  t h e  v i r u s  c o u l d  
h a v e  l e d  t o  t h e  f o r m a t i o n  of l a b e l l e d  H S V  D N A . W i t h  r e s p e c t  t o  t h e  
s e c o n d  p o s s i b i l i t y ,  B H K g l / C I S  D N A  i s  of h e t e r o g e n e o u s  b o u y a n t  d e n s i t y ,  
so  a f t e r  f r a g m e n t a t i o n  t h e r e  i s  p o s s i b l e  o v e r l a p  of  t h e  t w o  D N A s  i n  t h e  
g r a d i e n t s  u s e d .
I f  t h e  s m a l l  f r a c t i o n  of  l a b e l l e d  D N A  b a n d i n g  w i t h  v i r a l  D N A  w e r e  
t o  p r o v e  t o  b e  h o s t - c e l l  D N A  i t s  o r i g i n  w o u l d  b e  of  i n t e r e s t .  P o l y o m a  
v i r u s  D N A  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  n o n - m e t h y l a t e d ,  b u t  a  s m a l l  p i e c e  of 
( m e t h y l a t e d )  h o s t  D N A  c a n  b e  e n c a p s i d a t e d  w i t h i n  p o l y o m a  v i r u s  c o a t s  
( K a y e  & W i n o c o u r ,  196 7). I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  i s  a  p r o p e r t y  s h a r e d  
b y  o t h e r  m a m m a l i a n  v i r u s e s .  H o w e v e r ,  i f  t h i s  d o e s  a p p l y  t o  HSV, t h e  
a m o u n t  o f  h o s t  D N A  m u s t  b e  e x t r e m e l y  s m a l l ,  u n l e s s  t h e  m a j o r i t y  of i t  
r e p r e s e n t s  a  f r a c t i o n  o f  h o s t  DN A of h i g h  G + C c o n t e n t  s y n t h e s i z e d  a f t e r  
v i r a l  i n h i b i t i o n  of  D N A , m é t h y l a t i o n  h a s  c o m m e n c e d ,  o r  a  p i e c e  of DN A 
s y n t h e s i z e d  a n d  m e t h y l a t e d  n o r m a l l y  b e f o r e  v i r a l  i n f e c t i o n .
T h i s  DNA m i g h t  a l s o  r e p r e s e n t  a  s m a l l  f r a c t i o n  of h o s t  DN A
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o u t w i t h  t h e  v i r u s  p a r t i c l e  b u t  in  v e r y  c l o s e  a s s o c i a t i o n  w i t h  i t .
T h i s  p o i n t  c o u l d  b e  d e t e r m i n e d  b y  s t r i n g e n t  p u r i f i c a t i o n  of  t h e  DNA, 
f o r  e x a m p l e  b y  d e n s i t y  g r a d i e n t  o r  c h r o m a t o g r a p h i c  f r a c t i o n a t i o n  a n d  
r e p e a t e d  D N a s e  t r e a t m e n t ,  b e f o r e  e x t r a c t i o n  a n d  a n a l y s i s  of  v i r a l  D N A .
5 . 4 .  N o n - m e t h y l a t i o n  of  H S V  DNA
H S V  p r o d u c e s  a n  i n h i b i t o r  of DNA m e t h y l a s e  s o  i t s  DN A  
carr  e s c a p e  m é t h y l a t i o n  b y  h o s t - c e l l  DNA m e t h y l a s e ,  b u t  p e r h a p s  o t h e r  
s a f e g u a r d s  a r e  i n c l u d e d  d u r i n g  i n f e c t i o n .  I t  i s  p o s s i b l e ,  f o r  e x a m p l e ,  
t h a t  t h e r e  a r e  n o  s i t e s  on H SV  DN A  w h i c h  a r e  a c c e p t a b l e  t o  a  B H K 2 1 /  C13 
e n z y m e  f o r  m é t h y l a t i o n .  G i v e n  a  p u r i f i e d  m a m m a l i a n  DNA m e t h y l a s e  
a s s a y  a n d  s u f f i c i e n t  p u r e ,  i n t a c t  H S V  DN A t h i s  p o s s i b i l i t y  c o u ld  be  
t e s t e d ,  a l t h o u g h  i t  s e e m s  u n l i k e l y .
A n o t h e r  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  H S V  DNA r e m a i n s  n o n - m e t h y l a t e d  
m i g h t  f o l l o w  i f  h o s t  D N A  m e t h y l a s e  i s  i n  c l o s e  a s s o c i a t i o n  w i t h  DN A 
p o l y m e r a s e  a n d /  o r  n u c l e a r  h i s t o n e s ,  a n d  i f  DN A i s  t h e r e f o r e  r e q u i r e d  
t o  h a v e  s u c h  a n  a s s o c i a t i o n  b e f o r e  i t  c a n  b e  m e t h y l a t e d .  T h e n  i t  w o u l d  
b e  u n l i k e l y  t h a t  H S V  D N A  w o u l d  f o r m  s u c h  a n  a s s o c i a t i o n  s i n c e  i t  c o d e s  
f o r  a  D N A  p o l y m e r a s e ,  d i s t i n c t  f r o m  t h a t  of  i t s  h o s t ,  w h i c h  s y n t h e s i z e s  
v i r a l  DNA i n  t h e  s o l u b l e  r a t h e r  t h a n  t h e  c h r o m a t i n  f r a c t i o n  of  n u c l e i  of 
i n f e c t e d  c e l l s .  T h a t  h i s t o n e s  a r e  i n t i m a t e l y  i n v o l v e d  i n  m a m m a l i a n  
D N A  m e t h y l a s e  r e a c t i o n s  h a s  r e c e n t l y  b e e n  p r o v e d ,  a t  l e a s t  f o r  K r e b s  II
140 .
a s c i t e s  t u m o u r  c e l l s  ( B u r d o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c z . t i o n ). T h i s  a l s o
m a y  b e  t h e  m e a n s  w h e r e b y  H S V  p r e v e n t s  t h e  m é t h y l a t i o n  of  h o s t  DN A  
b y  d i s s o c i a t i n g  n e w l y - s y n t h e s i z e d  h o s t  DNA f r o m  t h e  h i  s t o n e ,  t h e r e b y  
e f f e c t i v e l y  d e s t r o y i n g  t h e  h o s t  DNA m e t h y l a s e  a c t i v i t y .  In  a d d i t i o n ,  i t  
i s  m o s t  u n l i k e l y  t h a t  a n y  H S V  DN A  w o u l d  b e  s y n t h e s i z e d  b y  t h e  h o s t  
D N A  p o l y m e r a s e ,  a n d  t h e r e f o r e  b e  a v a i l a b l e  f o r  m é t h y l a t i o n  in  t h e  
a b o v e  s u g g e s t e d  c o m p l e x .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t ,  a t  l e a s t  i n  t h e  c a s e  of  
E s c h .  c o l i , m é t h y l a t i o n  o f  t e m p l a t e  DNA i s  r e q u i r e d  f o r  DN A  r e p l i c a t i o n  
t o  o c c u r  ( L a r k ,  1968) .
5 . 5 .  F u n c t i o n  of  D N A  M é t h y l a t i o n
D N A  m é t h y l a t i o n  a n d  D N A  m e t h y l a s e s  of d i f f e r e n t  h o s t  c e l l s  
a n d  t h e i r  v i r u s e s  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y  ( i n t r o d u c t i o n ,  S e c t i o n s  
3 . 4  “ 3. 9). T h e  e f f e c t s  of m é t h y l a t i o n  of  b a s e s  on  t h e  s t r u c t u r e  o f  
p o l y n u c l e o t i d e  c o m p l e x e s  h a v e  a l s o  b e e n  d i s c u s s e d  ( I n t r o d u c t i o n ,  S e c t i o n  
3. 3) . B u t ,  d e s p i t e  t h e  l a r g e  v o l u m e  of w o r k  w h i c h  h a s  b e e n  c a r r i e d  out ,  
l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  f u n c t i o n s  of m e t h y l  g r o u p s  in  D N A . H o w e v e r ,  
s e v e r a l  r o l e s  f o r  t h e  m e t h y l  g r o u p s  of  DNA h a v e  b e e n  s u g g e s t e d ,  s u c h  a s :
1. M e t h y l  g r o u p s  m i g h t  g iv e  a n  i d e n t i t y  t o  t h e  DNA of  a n  o r g a n i s m  s o  
t h a t  " f o r e i g n "  D N A  w o u l d  b e  r e c o g n i z e d  a s  s u c h  a n d  t h u s  b e  r e m o v e d  
f r o m  t h e  r e c i p i e n t  c e l l  ( S r i n i v a s a n  h  B o r e k ,  1964) .  C e r t a i n l y  i n  
b a c t e r i a  t h i s  k i n d  o f  i d e n t i f i c a t i o n  m a y  w e l l  o p e r a t e .  A l s o ,  b a c t e r i a l  
h o s t - s p e c i f i c i t y  m a y  b e  c o n f e r r e d  on p h a g e  b y  m é t h y l a t i o n  a t  s p e c i f i c
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s i t e s  in  i t s  D N A  ( A r b e r  & D u s s o i x ,  1962;  A r .b e r ,  1965;  M e s e l s o n  & 
Y u a n ,  1968) .  T h i s  m o d i f i c a t i o n  a c t i v i t y  r e p r e s e n t s  t h e  f i r s t  e x a m p l e  
of  a  D N A  m e t h y l a s e  w h o s e  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  i s  k n o w n .  I t  i s  l i n k e d  
t o  r e s t r i c t i o n  b y  a  D N A  e n d o n u c l e a s e .  T h i s  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
m o d i f i c a t i o n  a n d  r e s t r i c t i o n  w a s  a l s o  s u g g e s t e d  b y  B i l l i n  (1968)  a n d  
h a s  r e c e n t l y  b e e n  d i s c u s s e d  b y  A r b e r  & L in n  (1969) .  In  t h i s  
m o d i f y i n g  r o l e  m é t h y l a t i o n  m a y  p r o t e c t  DNA f r o m  D N a s e  a c t i v i t y ,  in  
o t h e r  c i r c u m s t a n c e s  i t  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  m a k i n g  DNA s u s c e p t i b l e  
t o  t h i s  e n z y m e .  F o r  e x a m p l e ,  a l k y l a t i o n  of c o l i p h a g e  T7  DN A  w i t h  
m e t h y l - m e  t h a n  s u l p h a t e  f o r m s  s i t e s  a t  w h i c h  n u c l e a s e  c a n  a c t  ( S t r a u s s  & 
R o b b i n s ,  1968) .
N u c l e a s e  a c t i v i t y  i s  i n d u c e d  in  H S V - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  
( M o r r i s o n  & K e i r ,  1967) .  H o s t  c e l l  DNA i s  b r o k e n  d o w n ,  w h i l s t  H SV  
D N A  i s  a p p a r e n t l y  n o t  a f f e c t e d  b y  t h i s  e n z y m e ( s ) " ( H e r e r a ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t ,  b y  a n a l o g y  to  t h e  a b o v e  s i t u a t i o n ,  
t h i s  e n z y m e  s p e c i f i c a l l y  a c t s  a t  s i t e s  a t  o r  n e a r  m e t h y l a t e d  b a s e s ,  a n d  
t h a t  H S V  D N A  r e m a i n s  u n m e t h y l  a t  e d  t o  e s c a p e  t h i s  d e g r a d a t i o n ,
2.  A  p o s s i b l e  r o l e  f o r  m é t h y l a t i o n  a s  a  f o r m  of p u n c t u a t i o n  i n  DNA 
i s  a t t r a c t i v e  b u t  h a s  b e e n  q u e s t i o n e d  f o r  th e  f o l l o w i n g  r e a s o n s :  - (a) 
s u c h  a  r o l e  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  b e  e n h a n c e d  m o r e  i n  o r g a n i s m s  h i g h  
i n  t h e  e v o l u t i o n a r y  s c a l e ,  y e t  m é t h y l a t i o n  i s  n o t  r e l a t e d  in  e x t e n t  t o
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t h i s  s c a l e  ( B o r e k  & S r i n i v a s a n  (1966) ,  a n d  b) e v e n  a t  a  l e v e l  of  
1 m o le %  n u c l e o t i d e  t h e r e  a r e  t o o  m a n y  m e t h y l  g r o u p s  p r e s e n t  to  m a k e  
t h i s  a  p o s s i b l e  f u n c t i o n ,  u n l e s s  t h i s  r o l e  i s  i n v o l v e d  o n ly  w h e n  t h e  
m e t h y l a t e d  n u c l e o t i d e  h a s  s p e c i f i c  n e a r e s t  n e i g h b o u r  b a s e s .
3 .  M é t h y l a t i o n  o f  DNA b a s e s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  a p o s s i b l e  g u i d e  
f o r  t h e  c o p y i n g  o r  n o n - c o p y i n g  of  a  s t r a n d  of DNA b y  DNA p o l y m e r a s e .
I n  E s c h . c o l i  15T  m e t h i o n i n e  s t a r v a t i o n  d o e s  n o t  p e r m i t  t h e  c o n t i n u a t i o n  
o f  D N A  r e p l i c a t i o n  b e y o n d  t h e  p o i n t  i n  t h e  c h r o m o s o m e  a t  w h i c h  
m é t h y l a t i o n  c e a s e s .  T h i s  i n h i b i t i o n  c a n  b e  r e v e r s e d  b y  m é t h y l a t i o n  
b u t  n o t  b y  é t h y l a t i o n  of  t h e  DNA ( L a r k ,  1968) .  T h i s  a u t h o r  s u g g e s t s  
t h a t  a  r e c o g n i t i o n  s y s t e m  d e p e n d e n t  u p o n  m é t h y l a t i o n  m a y  e x i s t  w h i c h  
n o r m a l l y  a c t s  a s  a  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m  d u r i n g  D N A  s y n t h e s i s .  
H o w e v e r ,  c o l i p h a g e  T 2 ,  w h i c h  i s  n o r m a l l y  m e t h y l a t e d ,  w h e n  g r o w n  i n  
c e l l s  c o - i n f e c t e d  w i t h  p h a g e  T3  ( w h ic h  i n d u c e s  c l e a v a g e  of S - a d e n o s y l -  
m e t h i o n i n e )  i s  q u i t e  n o r m a l  i n  g r o w t h  a n d  r e c o m b i n a t i o n  ( G e f t e r ,  
H a u s m a n n ,  G o l d  & H u r w i t z ,  1966) .  I n  t h i s  c a s e  m é t h y l a t i o n  i s  i n v o l v e d  
i n  t h e  c o n t i n u a t i o n  of  D N A  s y n t h e s i s ,  b u t  i n v o l v e m e n t  of m é t h y l a t i o n  of 
D N A  i n  t e r m i n a t i n g  o r  n o t  a l l o w i n g  D N A  s y n t h e s i s  c a n  e q u a l l y  w e l l  be  
e n v i s a g e d .  T h u s  H S V - c o d e d  DN A  p o l y m e r a s e  w o u l d  s y n t h e s i z e  i t s  o w n  
D N A  b u t  n o t  t h a t  o f  i t s  h o s t .  S in c e ,  in  a d d i t i o n ,  t h e r e  m i g h t  b e  l i t t l e  
o r  n o  c o n t r o l  o v e r  t h i s  s y n t h e s i s ,  s y n t h e s i s  of H SV D N A  w o u l d  b e  r a p i d
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a n d  w o u l d  c o n t i n u e  ( u n t i l  s t o p p e d  b y  d e p l e t i o n  of  p r e c u r s o r s )  t o  t h e  
a d v a n t a g e  of  t h e  v i r u s  in  s e l f - - r e p l i c a t i o n .
4 ,  A  m e c h a n i s m  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  a b o v e  c a n  b e  s u g g e s t e d  
f o r  c o n t r o l  of D N A - d e p e n d e n t  R N A  p o l y m e r a s e  a c t i v i t y .  S u p p o r t  f o r  
t h e  i n v o l v e m e n t  of D N A  m é t h y l a t i o n  in  t h i s  a c t i v i t y  h a s  b e e n  g i v e n  b y
t h e  d e c r e a s e d  m  v i t r o  f u n c t i o n a l  t e m p l a t e  a c t i v i t y ,  in  an  R N A  p o l y m e r a s e  
r e a c t i o n ,  of  c a l f  t h y m u s  DN A  m e t h y l a t e d  i n  v i t r o  b y  1 - n i t r o s o - 3 - n i t r o s o -  
1 - m e t h y l g u a n i d i n e  ( L i n g e n s ,  S u s s m u t h ,  W a c k e r  & C h a n d r a ,  1967) .
On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  of 6 - m e t h y l a d e n i n e  i n  T2 
DNA a n d  T 4  DN A h a d  n o  e f f e c t  on t h e  e n z y m a t i c  s y n t h e s i s  of R N A ,  n o r  
d id  i t  a f f e c t  R N A  c h a i n  i n i t i a t i o n  ( N o v o g r o d s k y ,  G e f t e r ,  M a i t r a ,  G o ld  & 
H u r w i t z ,  1966) .
5. S o m e  f o r m s  of  m é t h y l a t i o n  o f  D N A, e .  g. 7 - m e t h y l g u a n o s i n e  f o r m e d  
f r o m  c a r c i n o g e n i c  a l k y l a t i n g  a g e n t s  c a n  f o r m  a n o m a l o u s  b a s e  p a i r i n g  
w i t h  a d e n o s i n e ,  t h u s  c a u s i n g  m i s r e a d i n g  of DNA i n  i t s  s y n t h e s i s  a n d  in  t h e  
s y n t h e s i s  of R N A ,  a n d  h a s  t h u s  b e e n  i m p l i c a t e d  in  t u m o u r  f o r m a t i o n  a n d  
a c t i v i t y  ( B r o o k e s  h  H a w le y ,  I 9 6 0 ;  C o l b u r n  B o u t w e l l ,  1968) .  M u t a t i o n  
b y  b a s e - p a i r  d e l e t i o n s  c a n  a l s o  b e  s t i m u l a t e d  b y  e r r o n e o u s  DNA 
m é t h y l a t i o n  ( H a w l e y  & B r o o k e s ,  1968) .
I t  i s  t h u s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  l a c k  of  m é t h y l a t i o n  i n  H S V  D N A  i s  
r e q u i r e d  f o r  s p e c i f i c  s y n t h e s i s  o f  v i r a l  DNA b y  v i r a l  DNA p o l y m e r a s e ;
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u n c o n t r o l l e d ,  r a p i d  s y n t h e s i s  of v i r a l  DNA; o r  p r e f e r  e n t i a l  b r e a k d o w n  
o f  h o s t  D N A  b y  i n d u c e d  D N a s e  a c t i v i t y .  P r e s e n t  s t u d i e s  w i t h  i s o l a t e d  
e n z y m e  e x t r a c t s  an d  H S V  D N A  m a y  d e t e r m i n e  t h e  v a l i d i t y  of t h e s e  
s u g g e s t e d  r o l e s ,  a s  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  to  m e t h y l a t e  p u r i f i e d  H S V  D N A  
b y  e i t h e r  e n z y m i c  ( m a m m a l i a n  o r  b a c t e r i a l )  o r  c h e m i c a l  m e a n s .
In  v i t r o  m é t h y l a t i o n  o f  b a c t e r i o p h a g e  T7  c o n v e r t s  i t  i n t o  a  
s u b s t r a t e  f o r  a  s p e c i f i c  n u c l e a s e  f r o m  M. l y s o d e i k t i c u s , t h e  b r e a k s  i n  
s i n g l e  s t r a n d s  of D N A  o c c u r r i n g  a t  o r  n e a r  t h e  s i t e s  of  m é t h y l a t i o n  
( S t r a u s s  & R o b b i n s ,  19 6 8 ) .  A  s i m i l a r  a l t e r a t i o n  of  s u s c e p t i b i l i t y  t o  
s o m e  n u c l e a s e  a t t a c k  m i g h t  b e  f o u n d  a f t e r  i n  v i t r o  m é t h y l a t i o n  o f  H SV 
D N A, a n d  p e r h a p s  i t s  a b i l i t y  to  a c t  a s  t e m p l a t e  f o r  H S V - i n d u c e d  DNA 
p o l y m e r a s e ,  a s  m e a s u r e d  i n  v i t r o .
W i th  t h e  r e c e n t  p u b l i c a t i o n  of  a n  i n f e c t i v i t y  a s s a y  f o r  H S V  D N A  
( L a n d o  & R y h i n e r ,  196 9), m o d i f i e d  H SV  D N A  c o u l d  b e  t e s t e d  f o r  a l t e r a t i o n  
i n  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  It  w o u l d  b e  of i n t e r e s t  t o  d i s c o v e r  w h e t h e r  i t  w e r e  
t o  r e s e m b l e  t o b a c c o  m o s a i c  v i r u s  in  t h e  d e g r e e  of m u t a g e n i c i t y  w h i c h  
w a s  i n v o k e d  a f t e r  m é t h y l a t i o n  of i t s  R N A  ( S i n g e r  & F r a e n k e l - C o n r a t ,
196 9), o r  p o l y o m a  v i r u s ,  t h e  p l a q u e - f o r m i n g  a b i l i t y  of w h o s e  DN A  w a s  
u n a l t e r e d  a f t e r  i n  v i t r o  m é t h y l a t i o n  ( W i n o c o u r ,  K a y e  & S t o l l a r ,  1965) .
6 .  A P P L I C A T I O N S
T h i s  s t u d y ,  i n  w h i c h  t h e  l e v e l  of  m é t h y l a t i o n  of R N A  a n d  DN A 
w a s  m e a s u r e d  d u r i n g  i n f e c t i o n  of  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  b y  HSV, r e p r e s e n t s
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t h e  f i r s t  of i t s  k i n d  f o r  a n i m a l  v i r u s e s .  A l t h o u g h  W i n o c o u r ,  K a y e  & 
S t o l l a r  ( 1965) r e p o r t e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  
m e t h y l  g r o u p s  i n t o  R N A  a f t e r  p o l y o m a  v i r u s - i n f e c t i o n ,  t h e y  d i d  n o t  
m e a s u r e  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  s p e c i e s ,  n o r  d id  t h e y  m e a s u r e  
e n z y m e  a c t i v i t y .  F u r t h e r  s t u d i e s  a r e  p l a n n e d  in  w h i c h  a n i m a l  v i r u s e s ,  
b o t h  r e l a t e d  a n d  u n r e l a t e d ,  c a n  b e  c o m p a r e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e i r  e f f e c t  
on  t h e  m é t h y l a t i o n  of  n u c l e i c  a c i d s .
A s  a l r e a d y  d i s c u s s e d ,  t h e  T - e v e n  b a c t e r i o p h a g e s  a r e  a p p a r e n t l y  
s i m i l a r  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e i r  b a s e  c o n t e n t  a n d  h o s t - s p e c i f i c i t y ,  y e t  
d i f f e r  w i d e l y  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e i r  e f f e c t s  on m é t h y l a t i o n ,
H S V  i s  a  l a r g e  D N A . - c o n t a in i n g  v i r u s  w i t h  a h i g h  G + C c o n t e n t  
y e t  i s  n o t  m e t h y l a t e d .  I f  m é t h y l a t i o n  a t  C - 5  of c y t o s i n e  i s  e m p l o y e d  t o  
d i f f e r e n t i a t e  c e r t a i n  c y t o s i n e  r e s i d u e s  in  m a m m a l i a n  DNA, t h e n  one  
m i g h t  e x p e c t  H S V  D N A  t o  b e  h i g h l y  m e t h y l a t e d .  T h a t  i t  i s  n o t  s u g g e s t s  
t h a t  m é t h y l a t i o n  o f  D N A  h a s  a  m o r e  s p e c i f i c  f u n c t i o n ,  s u c h  a s  t e r m i n a t i o n  
o f  DNA a n d / o r  R N A  s y n t h e s i s .  O ne  m i g h t ,  t h e n ,  s p e c u l a t e  t h a t  a n i m a l  
D N A - c o n t a i n i n g  v i r u s e s  w i l l  n o t  g e n e r a l l y  b e  m e t h y l a t e d .  T h i s  i s  
s u p p o r t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  p s e u d o r a b i e s  h a s  v e r y  l i t t l e  m e t h y l a t e d  b a s e  i n  
i t s  D N A  (H ay ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .
S p e c u l a t i o n  m i g h t  go  on  f r o m  h e r e  to  s u g g e s t  t h a t  v i r u s e s  w h i c h  
d i f f e r  i n  m e t h y l a t e d  D N A  c o n t e n t  m i g h t  h a v e  d i f f e r e n t  o r i g i n s  f r o m  t h o s e
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w h i c h  do  n o t ,  b u t  t h i s  i s  n o t  s u p p o r t e d  b y  t h e  s i m i l a r i t y  i n  m é t h y l a t i o n ,  
y e t  p r o b a b l e  d i f f e r e n t  o r i g i n  ( S u b a k - S h a r p e ,  e t  , 1966) of p o l y o m a  
v i r u s  a n d  HSV.
H SV DN A a p p a r e n t l y  e s c a p e s  m é t h y l a t i o n  b y  m e a n s  of a n  i n h i b i t o r .  
T h e  m e t h o d  of i n h i b i t i o n  i n  t h e  c a s e  of  p o l y o m a  v i r u s  i s  n o t  y e t  k n o w n .
R e g a r d l e s s  o f  t h e  m e a n s  of i n h i b i t i o n  i n  o t h e r  s y s t e m s  i t  w o u l d  
b e  v a l u a b l e  t o  l o c a t e  a n d  i s o l a t e  t h e  i n h i b i t o r  of H SV D N A  m é t h y l a t i o n ,  
a s  t h i s  s u b s t a n c e  c o u l d  b e  u s e d  i n  s e v e r a l  s t u d i e s ,  f o r  e x a m p l e  a s  
f o l l o w s .
L i t t l e  i s  k n o w n  of  t h e  f u n c t i o n  of m é t h y l a t i o n  of  D N A  i n  m a m m a l i a n  
s y s t e m s .  I s  i t ^ f o r  e x a m p l e ,  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n t r o l  of D N A  r e p l i c a t i o n ?  
In  t h e  p a s t  i t  h a s  b e e n  d i f f i c u l t  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  e f f e c t s  of l a c k  
of  m é t h y l a t i o n  i n  t h e  D N A  a n d  s h o r t a g e  of m e t h i o n i n e  f o r  p r o t e i n  
p r o d u c t i o n .  U s e  of a n  i s o l a t e d  DNA m e t h y l a s e  i n h i b i t o r  c o u l d  b e  m a d e  
t o  d e t e r m i n e  w h i c h  p o s s i b i l i t y  i s  t r u e .
D i f f e r e n t  t y p e s  of m a m m a l i a n  DNA a r e  m e t h y l a t e d  t o  d i f f e r e n t  
e x t e n t s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  m e t h y l a t e d  b a s e - c o n t e n t  of s a t e l l i t e  DNA 
i s  h i g h e r  t h a n  t h e  m a j o r i t y  o f  n u c l e a r  DNA ( S a l o m o n ,  K a y e  h  H e r z b e r g ,  
1969)  w h i l s t  t h a t  of s p e r m - c e l l  DN A i s  m u c h  l o w e r  ( V a n y u s h i n ,
T k a c h e v a  & B e l o z e r s k y ,  1970) .  A l t h o u g h  u s e  of t h e s e  d i f f e r e n t  D N A s  
m i g h t  b e  m a d e  i n  s t u d i e s  of t h e  r o l e  o f  t h e  m e t h y l a t e d  b a s e s  in  in  v i t r o
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s t u d i e s ,  u s e  of DN A of w h i c h  t h e  m e t h y l a t e d  b a s e  c o n t e n t  h a s  b e e n  
c o n t r o l l e d  b y  m e a n s  of a n  i n h i b i t o r  m i g h t  p r o v i d e  a d d i t i o n a l  i n f o r m a t i o n .
H S V  a l s o  c a u s e s  d i f f e r e n c e s  in  t h e  l e v e l s  of m é t h y l a t i o n  of  tR N A  
a f t e r  i n f e c t i o n ,  w i t h  c o n c o m i t a n t  s l i g h t  c h a n g e s  in  t o t a l  t R N A  m e t h y l a s e  
a c t i v i t y .  T h i s  s u p p o r t s  t h e  t h e o r y  t h a t  tR N A  m é t h y l a t i o n  i s  i m p o r t a n t  t o  
t h e  e c o n o m y  of t h e  c e l l .  If t h e  t R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i n d u c e d  i n  t h e  
e a r l y  s t a g e s  of i n f e c t i o n  i s  v i r u s  - c o d e d ,  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  c o n t r o l  of 
t R N A  m é t h y l a t i o n  i s  a n  i m p o r t a n t  f o r m  of  c o n t r o l  in  c e l l s ,  a s  t h e  v i r u s  i s  
u n l i k e l y  t o  w a s t e  i n f o r m a t i o n  on  a  m e c h a n i s m  w h i c h  i s  n o t  b e n e f i c i a l  to  
i t s  ow n  r a p i d  p r o d u c t i o n .
F u r t h e r  s p e c u l a t i o n  on  t h e  r o l e  of t R N A  m é t h y l a t i o n  i n  u n i n f e c t e d  
a n d  i n f e c t e d  a n i m a l  c e l l s ,  a n d  i t s  p o s s i b l e  r o l e  i n  t h e  " t a k e  o v e r "  of 
i n f e c t e d  c e l l s  b y  t h e  v i r u s ,  a w a i t s  f u r t h e r  k n o w l e d g e  of t h e  t R N A  s p e c i e s  
m e t h y l a t e d  in  H S V - i n f e c t i o n  a n d  of tR N A  m é t h y l a t i o n  a n d  t R N A  m e t h y l a s e  
a c t i v i t y  f o l l o w in g  i n f e c t i o n  b y  o t h e r  a n i m a l  v i r u s e s .
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S U M M A R Y
T h i s  s t u d y  w a s  c a r r i e d  ou t  to  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  of  
i n f e c t i o n  o f  m a m m a l i a n  c e l l s  b y  h e r p e s  sim^Dlex v i r u s ,  a  l a r g e  
d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  ( D N A ) - c o n t a i n i n g  a n i m a l  v i r u s ,  on  t h e  
m é t h y l a t i o n  of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  n u c l e i c  a c i d s .
1. C o n d i t i o n s  f o r  o p t i m a l  i n c o r p o r a t i o n  of  r a d i o  a c t i v e l y - l a b e l l e d  
m e t h y l  g r o u p s  f r o m  m e t h i o n i n e  i n to  n u c l e i c  a c i d s  w h i c h - d i d  n o t  
s e r i o u s l y  a f f e c t  c e l l  a n d  v i r u s  m e t a b o l i s m  w e r e  w o r k e d  ou t .
2. R i b o n u c l e i c  a c i d  (RNA) f r o m  b a b y  h a m s t e r  k i d n e y  ( B H K 2 1 / C 1 3 )  
c e l l s ,  m o c k - i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  a n d  p u l s e -  
l a b e l l e d  w i t h  r a d i o a c t i v e  u r i d i n e  a n d  m e t h i o n i n e  a t  i n t e r v a l s  d u r i n g  
v i r a l  g r o w t h ,  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  c e l l  c y t o p l a s m ,  a n d  f r a c t i o n a t e d  
b y  e l e c t r o p h o r e s i s  on t w o  p e r c e n t  a g a r o s e  g e l s .
3. A  g r e a t l y  m o d i f i e d  m e t h o d  f r o m  t h a t  p u b l i s h e d  f o r  a g a r o s e  g e l s  
g a v e  r e p r o d u c i b l e  s h a r p  r e s o l u t i o n  o f  t h e  m a i n  R N A  s p e c i e s  u s i n g  
s m a l l  a m o u n t s  o f  R N A .
4.  S y n t h e s i s  of  r i b o s o m a l  R N A  a s  m e a s u r e d  b y  u r i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  
w a s  r a p i d l y  i n h i b i t e d  a f t e r  i n f e c t i o n  of  b o t h  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  a n d  
" s e r u m - d e p l e t e d "  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s .  In  t h e  l a t t e r  s y s t e m ,  m e t a b o l i s m  
i s  r e d u c e d  c o m p a r e d  to  " n o r m a l " ,  s o  t h a t  v i r u s - i n d u c e d  p r o c e s s e s  a r e  
m o r e  r e a d i l y  d e t e c t e d .  T h e  l e v e l  o f  m é t h y l a t i o n  of  n e w l y - s y n t h e s i z e d  
r i b o s o m a l  R N A  d id  n o t  v a r y  s i g n i f i c a n t l y .
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5. In  t h e  e a r l y  s t a g e s  of h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  I n f e c t i o n  s y n t h e s i s  
o f  t h e  s m a l l  R N A  s p e c i e s ,  4S, d i d  n o t  v a r y  s i g n i f i c a n t l y .  I n  t h e  
l a t e r  s t a g e s  of i n f e c t i o n  of  e x p o n e n t i a l l y - g r o w i n g  c e l l s  " 4 S "  R N A  
s y n t h e s i s  d e c l i n e d ,  b u t  in  " s e r u m - d e p l e t e d "  c e l l s  i t  i n c r e a s e d ,  
r e a c h i n g  a  p e a k  s e v e n  t o  n i n e  h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n .  T h e  e x t e n t  of 
m é t h y l a t i o n  of  t h i s  R N A  w h i c h  m a y  c o n s i s t  of  a m i x t u r e  o f  " n e w "
R N A ,  i n c l u d i n g  t r a n s f e r  R N A  s p e c i e s ,  w a s  v e r y  m u c h  l o w e r  t h a n  t h a t  
of  u n i n f e c t e d  c e l l s .
6 .  A s l i g h t  i n c r e a s e  i n  m é t h y l a t i o n  of n e w l y - s y n t h e s i z e d  4S  R N A  
w i t h  a  c o n c o m i t a n t  s l i g h t  i n c r e a s e  in  t r a n s f e r  R N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y ,  
o c c u r r e d  e a r l y  in  i n f e c t i o n .  I t  i s  n o t  k n o w n  i f  t h e s e  i n c r e a s e s  c a n  b e  
c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  m é t h y l a t i o n  of  n e w  s p e c i e s  of t r a n s f e r  R N A  o r  
s u p e r - m é t h y l a t i o n  o f  p r e - e x i s t i n g  t r a n s f e r  R N A .  A u t o r a d i o g r a p h i c  
s t u d i e s  s u g g e s t e d  t h a t  m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s  w e r e  a l t e r e d  s l i g h t l y  a f t e r  
h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  i n f e c t i o n .
7. E n z y m e  " m i x i n g "  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a d d i t i o n a l  
e n z y m e  a c t i v i t y  m i g h t  b e  v i r u s - i n d u c e d  o r  v i r u s - c o d e d ,  a n d  t h a t  i t  
c o n t i n u e d  i n to  s t a g e s  of i n f e c t i o n  w h e n  t o t a l  t r a n s f e r  R N A  m e t h y l a s e  
a c t i v i t y  h a d  d e c r e a s e d .  N o  t r a n s f e r  R N A  m e t h y l a s e  i n h i b i t o r  c o u ld  
b e  d e t e c t e d .
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8. N e w  s p e c i e s  of  R N A ,  t e n t a t i v e l y  i d e n t i f i e d  a s  m e s s e n g e r  R N A ,  
w h i c h  w e r e  m e t h y l a t e d  t o  a n e g l i g i b l e  e x t e n t ,  a p p e a r e d  t h r e e  t o  
s e v e n  h o u r s  a f t e r  v i r u s - i n f e c t i o n .
9. B H K 2 1 / C 13 D N A  w a s  s h o w n  to  b e  m e t h y l a t e d  v i a  m e t h i o n i n e  a t  
a  l e v e l  of o ne  m o l e  p e r c e n t  n u c l e o t i d e ,  t h i s  b e i n g  p r e s e n t  a s  5 -  
m e t h y l c y t o s i n e .  I n c o r p o r a t i o n  of m e t h y l  g r o u p s  i n t o  t h y m i n e  f r o m  
m e t h i o n i n e  w a s  d e t e c t e d ,  b u t  t h e  m e c h a n i s m  i n v o l v e d  i s  n o t  k n o w n .
10. I n f e c t i o n  of  B H I 4 2 1 / C 1 3  c e l l s  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  p r o d u c e d  
p r o g r e s s i v e  i n h i b i t i o n  of  m é t h y l a t i o n  o f  n e w l y - s y n t h e s i z e d  D N A . T h e  
D N A  of t h e  v i r u s ,  p u r i f i e d  a n d  s e p a r a t e d  f r o m  h o s t  DN A b y  e q u i l i b r i u m  
d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  s h o w n  t o  b e  n o n - m e t h y l a t e d  a t  t h e  p o l y ­
n u c l e o t i d e  l e v e l .
11. T h e  m e c h a n i s m  w h e r e b y  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  DNA e s c a p e s  
m é t h y l a t i o n  w a s  s h o w n  t o  b e  n e i t h e r  b y  i n h i b i t i o n  of S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  
s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  n o r  b y  c l e a v a g e  of  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e .
12. N o  B H K 2 1 / C 1 3  D N A  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  c o u l d  b e  m e a s u r e d  b y  a n y  
of  t h e  a v a i l a b l e  a s s a y  s y s t e m s ,  b u t  i n c l u s i o n  of c e l l  f r a c t i o n s  f r o m  
c o n t r o l  a n d  v i r u s - i n f e c t e d  B H K 2 1 / C 1 3  c e l l s  i n  t h e  a s s a y  of r a t  s p l e e n  
D N A  m e t h y l a s e  s u g g e s t e d  t h e  p r e s e n c e  of a n  i n h i b i t o r  of m a m m a l i a n  
D N A  m e t h y l a s e  i n  t h e  c y t o p l a s m  of h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s .  
T h e  o r i g i n  a n d  n a t u r e  of t h i s  i n h i b i t o r  a r e  u n d e t e r m i n e d .
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13. I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  a l t e r a t i o n  of m é t h y l a t i o n  p a t t e r n s  of 
n u c l e i c  a c i d s  c o u l d  be  a  m e a n s  u s e d  b y  v i r u s e s  t o  g a i n  c o n t r o l  of 
h o s t  c e l l  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s .
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